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El Diazepam reduce los indicadores de ansiedad
generados por el estrés por nado forzado en ratas

infantiles a una dosis baja

Bernal Morales B?
Guillén Ruiz G2
Cueto Escobedo J?
Rodriguez Landa JF?
Contreras CM'?*

'Unidad Periférica en Xalapa, Instituto de Investigaciones
Biomédicas, UNAM

Universidad Veracruzana. Xalapa, Veracruz
‘email. contreras@biomedicas.unam.mx

La mayoria de los estudios en modelos
animales de ansiedad emplean animales
adultos y las dosis usuales para reducir
indicadores de ansiedad van de 1-4 mg/
kg. Sin embargo la ansiedad puede en-
contrarse en individuos muy jovenes y
los estudios son escasos. Posiblemente
por ello, es controversial la existencia de
sensibilidad de las ratas destetadas a los
estresores y su respuesta a farmacos an-
sioliticos. El presente estudio incluyé ra-
tas Wistar recién destetadas, de 21 dias de
edad (N = 90), asignadas aleatoriamente
a ocho grupos experimentales. Primero,
en un estudio piloto se evalué alguna re-
lacion dosis-respuesta de diazepam (0.1,
0.5, 1y 5 mg/kg) en la prueba de laberinto
de brazos elevados. Los efectos ansioliti-
cos (mayor exploracion de brazo abiertoy
menor indice de ansiedad) fueron detec-
tados a partir de la dosis de 0.5 mg/kg.

En el campo abierto solo se observaron
cambios con la dosis de 5 mg/kg la cual
produjo sedacion.

2Laboratorio de Neurofarmacologia, Instituto de Neuroetologia,

Donativos. CONACyYT CB-2006-1, 61741 y DGAPA-PAPIIT IN211111-3

En otro grupo, una sola sesién de 15 min
de nado forzado como estresor (N = 12)
fue suficiente para producir, 24 horas des-
pués, un mayor indice de ansiedad, me-
nor tiempo de exploracion en los brazos
abiertos en el laberinto de brazos eleva-
dos y menor exploracion en el campo
abierto, con respecto a un grupo no estre-
sado (N = 12). En otro grupo sometido a
una sola sesion de nado forzado (N=7), la
dosis de 0.5 mg/kg de diazepam adminis-
trada 23 horas después (una hora antes
de las pruebas), redujo los indicadores de
ansiedad en comparacién con el grupo
control, no tratado.

Por lo tanto, las ratas destetadas pueden
desarrollar conducta tipo ansiedad de
larga duracion provocada por una sola
sesion estresante breve y este efecto es
prevenido por el diazepam con una dosis
notablemente menor a la empleada en
ratas adultas.
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EL DIAZEPAM REDUCE LOS INDICADORES DE ANSIEDAD
GENERADOS POR EL ESTRES POR NADO FORZADO
* EN RATAS INFANTILES A UNA DOSIS BAJA.
M Bernal-Morales B2, Guillén-Ruiz G2, Cueto-Escobedo J? Rodriguez-Landa JF2,

Contreras CM.'2*,
'Unidad Periférica en Xalapa del Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM.
2| aboratorio de Neurofarmacologia, Instituto de Neuroetologia,
Universidad Veracruzana. Xalapa, Veracruz. México. *Email: contreras@biomedicas.unam.mx

Universidad Veracruzana

INTRODUCCION

La mayoria de los estudios en modelos animales de ansiedad emplean animales adultos y las dosis usuales para reducir indicadores
de ansiedad van de 1-4 mg/kg. Sin embargo, la ansiedad puede encontrarse en individuos muy jovenes y los estudios son escasos.
Por ello, es controversial la existencia de sensibilidad de las ratas destetadas a los estresores y su respuesta a farmacos ansioliticos.

OBJETIVO

Explorar los efectos de una sesion de 15 min de nado forzado sobre la conducta tipo ansiedad en los efectos del diazepam en ratas
destetadas a los 21 dias de edad.

DIAGRAMAS DE TRABAJO

Ratas Wistar 21 dias PN, 7 y & (n=31)
Ratas Wistar 21 dias PN, & y & |

(n=159)

Mado forzado Nado forzado + Dzp
{n=12) (n=7)

Nado forzado (15 min)

VEH 8.5 via Dzp 0.1 mg/Kg Dzp 0.5 mg/kg Dzp 1.0 mg/Kg
S.C (n=15) via S.C (n= 11) via S.C (n=12) via 5.C (n=12)

Dzp 5.0 mg/Kg 24h
via S.C (h=19)
Dzp 0.5 mg/kg, via S.C
|

1h

; Laberinto de brazos elevados (5
| min}
Campo abierto (5 min)

Prueba de laberinto de brazos elevados (5 min) y actividad

locomotriz (5 min)

Analisis estadistico: Kruskal-Wallis .
Prueba post hoc de Dunn Analisis estadistico: Kruskal-Wallis

Prueba post hoc de Dunn.

RESULTADOS

Tabla 1. Estudio dosis respuesta sobre la conducta en e labesinto de
brazos elevados y el campo abierto en ratas de 28 dias de edad Figura 2
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Figura 1. Labennto de brazos elevados. El nado forzado produjo Figura 2. Prueba de campo abierto. El nado forzado disminuyd el

T T T T menor tiempo en brazos abiertos (A) y mayor indice de ansiedad (B) numero de cruces totales (A) v en el centro (B) con respecto al
Crocesal| 29 50 45 4.8 g comparado con el control. El diazepam evitd los efectos negatives del grupa control. El diazepam previno los efectos del estrés en el
cantro(n}| 4% 25 e & nado forzado sobre la ansiedad. "p <005 vs Control y Nado numero de cruces totales. "p <0.05, vs Contral (Prueba post hoc de
89 Ll L b forzado+Diazepam, prueba post hoc de Dunn. Dunn).

* p<0.05 vs Control, posf hoc de Dunn

CONCLUSION

Las ratas destetadas pueden desarrollar conducta tipo ansiedad de larga duracion provocada por una sola sesion estresante breve y este efecto es prevenido por el diazepam con
una dosis notablemente menor a la empleada en ratas adultas.
Donativos CONACYT CB-2006-1, 61741 y DGAPA-PAPIIT IN211111-3. Becario CONACYT No. 249708 (GR-G) y 171055 (CE-J).
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Presencia de depdsitos ferromagnéticos en la capa
coroidea de los ojos de la tortuga marina Chelonia (C)
agassizii:Implicaciones para la magneto-transduccion
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La tortuga marina C. agassizii realiza mi-
graciones entre sus areas de anidacién y
los sitios de alimentaciéon. La naturaleza
de las claves de navegacion que utiliza
aun no se ha develado en su totalidad.
No obstante, estudios conductuales sos-
tienen que las tortugas marinas perciben
y utilizan el campo magnético terrestre
(CMT) como referencia durante sus migra-
ciones. Se han propuesto que la informa-
cion del CMT se transduce a través de cris-
tales ferromagnéticos como la magnetita
(Fe203).Si bien aun se ignora la identidad
de lo(s) érgano(s) sensorial(es) que trans-
ducen CMT en estos organismos, nuestro
grupo aportd evidencia utilizando ima-
genologia mediante resonancia magné-
tica nuclear que muestra la presencia de
artefactos por susceptibilidad magnética
en los ojos de crias de C. agassizii, y que
los extractos oculares de éstas contienen
particulas de magnetita de dominio sim-
ple. También reportamos que las neuro-
nas ganglionares retinales responden a
cambios en la intensidad de campo mag-
nético ambiental.

'Departamento de Biologia Celular y Fisiologia, Instituto de Inves-

°Departamento de Eco-fisiologia Animal, Instituto de Investigacio-

Mencion Honorffica Y

Categoria Posgrado

Tomando estos antecedentes como base
los objetivos del presente trabajo fueron
corroborar la localizacién y describir la
distribucion ocular de los depésitos férri-
cos, en crias de la tortuga marina C. agas-
sizii, mediante la histoquimica con Azul
de Prusia (AP). Lo resultados indican la
presencia de depdsitos férricos en lo que
parecen ser melano-macréfagos en la
capa coroidea, no asi en la retina. Sin em-
bargo, debido a que la coroides es inerva-
da por el nervio trigémino, y el hecho de
observar células positivas para AP sugiere
que esta via participa en paralelo con la
via visual para transducir la informacion
del CMT.

En apoyo a esta aseveracion estudios
preliminares mostraron inmunotincién
positiva a la proteina c-Fos en el nucleo
mesencéfalico del nervio trigéminal de
forma consecutiva a la aplicacién de es-
timulos magnéticos ambientales. En con-
clusién, nuestros resultados sugieren que
la capa coroidea podria participar como
transductor primario en C. agassizii.
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Descripcion morfologica de las etapas de desarrollo
embrionario del cocodrilo de pantano,
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La determinacion sexual por temperatu-
ra (DST) esta presente en varias especies
de reptiles, incluyendo a los cocodrilos.
Es un mecanismo donde la temperatu-
ra de incubaciéon del huevo influye en
la determinacion del sexo del embridn.
Crocodylus moreletii es una especie de
cocodrilo mexicano que en los ultimos
anos ha tenido problemas debido a un
incremento en la proporcién de machos
que nacen, por lo que resulta de interés
realizar la descripcion embrioldgica de la
especie, ya que nos permitiria conocer las
etapas en las que se esta determinando
sexualmente y por lo mismo sucediendo
este problema. El objetivo de este trabajo
es caracterizar la morfologia de las distin-
tas etapas del desarrollo embrionario de
C. moreletii. Para ello se realizé la colecta
de huevos, los cuales se incubaron a 30°C
(temperatura feminizante) y 33°C (tempe-
ratura masculinizante), conforme avanzé
el desarrollo embrionario se obtuvieron
los embriones completos, los cuales fue-
ron fijados en paraformaldehido al 4%.

Los embriones se observaron en un mi-
croscopio  estereoscopico  Zeissstemi
2000-C y se describieron sus caracteristi-
cas morfolégicas bajo los criterios de la
tabla de desarrollo elaborada para Alli-
gator mississippiensis por Ferguson en
1985. Se comprobdé que la temperatura
feminizante es 30°C y la masculinizante
33°C. Las diferencias de los embriones in-
cubados en una temperatura controlada
de 33°C es que se desarrollan mas rapido
que los incubados a 30°C, la pigmenta-
cién es marrén claro, con franjas negras
y el tamano del embrién es mayor que
el del embrion incubado a 30°C, pues es-
tos son mas pequenos y oscuros. Hasta el
momento podemos concluir que el desa-
rrollo embrionario en C. moreletii se esta
llevando sin problemas en condiciones
de laboratorio, por lo que posiblemente
los problemas en la proporcion de sexos
se deban a contaminantes presentes en
su medio natural.
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Descripcidon morfoldgica de las etapas del desarrollo embrionario del
cocodrilo de pantano, Crocodylus moreletii.
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Conclusiones.
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El reflejo de evacuacién lactea involucra
procesos endocrinos y neurales. Estos
ultimos estan representados por la acti-
vacion de receptores sensoriales de las
glandulas mamarias, asi como los de la
piel que la rodean. Durante la succién, las
crias activan estos receptores a través de
la deglucion de los pezones y por el mo-
vimiento de las patas. La presencia de la
piloereccién implica la activacion refleja
autonomica y probablemente la activa-
cién de otros reflejos como la reaccién de
alerta. En el presente estudio, analizamos
si el reflejo somatico representado por el
tail-flick estaria afectado durante el perio-
do de amamantamiento en la rata.

En otro grupo, una sola sesién de 15 min
Para ello, se realizaron mediciones de la-
tencias al retiro de la cola (LRC) utilizando
ratas virgenes y lactantes durante las tres
semanas de lactancia.

La LRC fue obtenida antes, durante y pos-
terior al periodo de amamantamiento. Se
observd que la LRC se redujo conforme
pasa el periodo de amamantamiento, lle-
gando a su punto mas bajo después de
30 minutos pero este patrén cambia de
acuerdo a la semana de lactancia en la
que se realizé la prueba. Independiente-
mente de la presencia o ausencia de le-
che no se presentaron diferencias dentro
de los primeros 30 minutos de amaman-
tamiento pero la LRC se incrementé pos-
terior a este periodo. Los resultados obte-
nidos muestran que durante la lactancia
las estimulaciones sensoriales producidas
por el amamantamiento provocan cam-
bios plasticos rapidos y transitorios en la
medula espinal de la rata.
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Efectos neurales producidos por el amamantamiento <iiZ
- T “\u ,’
en un reflejo somatico Y

Lara-Garcia M.?, Cruz Y., Lara-Garcia 0.5, Perez D.? y P. Pacheco *¢
“Instituto de Neuroetologia, Universidad Veracruzana; "Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta, Universidad Auténoma de Tlaxcala; “Posgrado en
Investigaciones Cerebrales, Universidad Veracruzana “Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM,

Introduccion

El reflejo neuroendocrino de liberacion de la leche involucra la activacién de un gran numero de estructuras desde los receptores sensoriales hasta la glandula mamaria. Este reflejo es
fundamental para la supervivencia de los mamiferos y tiene una duracion en el caso de la rata de aproximadamente 21 dias, y en promedio siempre tiene mas crias que glandulas
mamarias por lo que la continua activacion de los receptores sensoriales de la madre esta garantizada, ya que se sabe que las crias practicamente se tragan el pezdn de la madre y con sus
patas realizan movimientos sobre el drea alrededor de la glandula mamaria. Ademds, se sabe que al iniciar esta activacion sensorial la madre toma una posician de crouching o
arqueamiento para facilitar la succién de la leche, y es muy evidente |a piloereccion del pelaje de la madre (activacion autondmica) asi como el estado continuo de alerta, que aungue por
momentos pareciera gue |la madre se duerme esto es falso ya que si bien es necesaria una lentificacion cortical para la liberacién de oxitocina también es cierto que si la madre se
durmiera se bloquearia rapidamente este reflejo. Por otra parte, desconocemos si durante este periodo de lactancia otros reflejos somaticos pudieran ser afectados; es por ello que para
el presente estudio utilizamos la latencia al retiro de la cola (tail flick) como instrumento para conocer si esta activacion autondmica y/o sensorial durante el periodo de lactancia esta
modificando esta respuesta.

Método

Se utilizaron ratas Wistar adultas virgenes y lactantes (con 10 crias cada una), a las cuales se les coloco en un restrictor de cristal para realizar la prueba de tail flick (el estimulo calérico
siempre fue aplicado en la region media de la cola). Para la primera parte del estudio, se colocaron de manera individual a las ratas virgenes y lactantes, donde a las lactantes se les midid
la latencia al retiro de la cola (LRC) en cada uno de los 3 tercios (semanas) que comprende el periodo de lactancia. Para la segunda parte del estudio, se registro la LRC de las ratas
lactantes: a) Previo al periodo de amamantamiento, b) Durante el periodo de amamantamiento, y c) Posterior al periodo de amamantamiento. Ademas, decidimos explorar el efecto que
tiene en este reflejo: 1) La succién de una glandula mamaria “vacia” y 1) La succion de una glandula mamaria llena pero sin |a posibilidad de obtener leche de ella.

Resultados

La LRC es claramente diferente entre ratas virgenes y lactantes. En las lactantes, la LRC se reduce conforme avanza el periodo de amamantamiento, alc. do su punto maximo a los 30
minutos de haber comenzado; sin embargo, esto es diferente de acuerdo al tercio de lactancia en la que se realiza la prueba. Las pruebas realizadas en ratas lactantes con la glandula
mamaria vacia y/o llena pero con los pezones tapados no produjeron ninguna diferencia en las LRC's obtenidas en los primeros 30 minutos de amamantamiento, pero en minutos
posteriores se pudo observar un claro aumento en la LRC.

Efecto de la lactancia en la LRC Efecto del amamantamiento en la LRC
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Fig.2. Latencia ol retiro de la cola de rotos virgenes (circulos vacios; n=10] y loctontes
Dias (circulos rellenos; n=10) en coda uno de los tercios que companen este perlodo.

Fig.1. Latencia al retiro de la cola de ratas virgenes (circulos
vacios; n=10} y lactantes (circulos reflenos; n=10) en coda
uno de los tercios que componen este pericdo.

Efecto de la ausencia de leche en la LRC
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De acuerdo a la informacién obtenida, durante el periodo de
lactancia, el estimulo sensorial originado por el amamantamiento de
las crias produce un rdpido y potente cambio plastico
neuromodulador en la regidn lumbosacra de la médula espinal.
3
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Fig.3. Latencia al retire de la cola de ratas lactantes (n=10) antes, durante y posterior ol perfodo de
omamantamiento en condiciones naormales (circulo reflens), con sus gldndulos mamarias vacias
{circule vacio) y con sus ductos galactdforos tapados {trigngulos).
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Introduction Discussion

Th e (Pem) which p B -
processes is reflexively activated during mechanical clitoris stimulation. Its
reflex actlvity can be electromiographycally recorded, which charactaristics
depends on the estrous cycle. Thus, in the present study we analyzed the
reflex activity of Pem muscle during diestrous and proestrous phases as
weell d after a singl di-

: , ‘ ‘ N EMG reflex activity of Pubococcygeus muscle fibers
Centro de investigaciones cerebrales, Universidad Veracruzana g t

2Centro Tlaxcala Biologia de la Conducta, Universidad Auténoma
de Tlaxcala

3Instituto de Neuroetologia, Universidad Veracruzana

‘4Instituto de investigaciones Biomédicas, Universidad Nacionall
Autébnoma de México

Present results show that clitoris sensary receptors along
with spinal cord interneurons may converge on Pem motoneu-
rones, these neural components evoked reflex activity on Pem
fibers which during or after estradiol administra-
thon In Ovx rats, showed a differential activation, which was
clearly represented by the presence of postdischarges after
cessation of stimulation.

— L These results suggest that estradiol levels are important to
the reflexive activation of Pcm fibers but more interestingly is
the fast estradiol effect within this circult in Ovx rats. There-
fore, we think that this effect is a non-genomic action of this
h i

e We that this 9 effect
might be Induced by interneurons Involved in the sensory
II channel originated from the clitoris.
Clitaral

sheath .
5

asin
ol benzoate injection.

Results

EMG Pcm recording procedure was performed using small bipolar stainless
steel electrodes (0.1mm of diameter) in urethane anesthetized (ip.
1.29/kg) p phase, phase and ovary rats, allow
us to analyze a reflex activity from the same group of muscular fibers which
wern activated clitoris pressure stimulation (Fig. 1).

During proestrous (Fig. 1 A) phase besides the reflex activity obtained
during stimulation, a post-discharge appears after clitoris stimulation
ended. During diestrous phase sensory stimulation evoked reflex activity in

La actividad refleja del musculo pubococ- En los animales en fase de Die y Ovx pre-

the same group of Pem fibers which was present as long as tn: ﬂi;n:lus-m 1 A ————————————

cigeo (mPc) evocada por la estimulacién vio a la aplicacion de estradiol, los regis- S et i (i) e e & = o

‘i P S : e sty fhs e (e 203 o )
mecanica del clitoris en la rata hembra,  tros electromiograficos estuvieron com- e e e : e nedron

H .. 7. ;. the reflex activity 2 observed In proestrous, inclu - SNSRI © 1]
resulta un modelo interesante para ex- puestos de actividad fasica “on”, ténica e S e e S e e A = Wl :
Ve . . . rectly correlated with clitoris stimulus :Il‘::ﬂ:!: he. :‘:‘Or :l'l‘mum“:fl:; =i s Interneurons

plorar los efectos hormonales sobre sus  “on”y fasica “off”; en cambio, los animales o g s i o g 3 — =
componentes neurales. El tamano del en fase de Pro, también presentaron lo ey ey i
dermatoma del nervio pudendo, el cual anterior pero al terminar la estimulacién, e

inerva al clitoris, se aumenta con el pri- se registré una actividad de postdescarga

_::"‘ Pubococcygeus
* é’ muscle

ming hormonal o durante el periodo de
receptividad del ciclo estral. En este estu-
dio, exploramos las caracteristicas de esta
actividad en animales en fase de diestro
(Die), proestro (Pro) y ovariectomizados
(Ovx), asi como también la accién de la
administracion subcutdanea de estradiol
sobre esta actividad. En animales aneste-
siados con uretano (1.2g/kg) durante Die,
Pro y Ovx se registraron las caracteristicas
electromiograficas de la actividad refleja
del mPc utilizando electrodos bipolares
de acero inoxidable colocados intramus-
cularmente. Se realizd estimulacién me-
canica (presion del clitoris) durante 1-5
segundos, antes y después de la adminis-
tracion subcutanea de benzoato de estra-
diol (0.04mg/kg).

que duraba entre 20-100 seg dependien-
do de la duracion del estimulo. De 5-10
min posteriores a la aplicacién de estra-
diol, los animales en Die y Ovx también
presentaron la postdescarga. La actividad
refleja evocada en las fibras del mPc por
la activacion sensorial de la vaina clitorial,
representa la activacion de sus motoneu-
ronas y de interneuronas que intervie-
nen en esta actividad refleja. El efecto de
la aplicacion subcutanea de estradiol se
presenta a unos cuantos minutos, por lo
tanto se trata de un efecto no-genémico
que provoca una actividad repetitiva de
las neuronas involucradas que da lugar a
la postdescarga registrada.
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Se ha encontrado cambios en la activi-
dad del sistema nervioso simpatico (SNS)
implicados en los mecanismos que origi-
nan y mantienen la hipertensién arterial
(HTA). En el modelo animal de HTA esen-
cial, (ratas espontaneamente hipertensas;
SHR), se ha reportado hiperfuncién sim-
patica, asi como cambios en la plasticidad
ganglionar, manifestados como pérdida
de la potenciacién a largo plazo (LTP). Asi
mismo se ha sugerido que los cambios en
la funcién simpatica pudieran preceder
la aparicion de la HTA. En este trabajo ex-
ploramos si los cambios tempranos en la
transmision simpatica existen también en
la plasticidad. Exploramos si los cambios
en transmisién y plasticidad asociados a
la HTA muestran diferencias regionales
rostro-caudales. Finalmente exploramos
el papel del GABA en los cambios simpa-
ticos ganglionares que subyacen a la HTA.
En nuestro resumen (2016) exploramos la
expresion de la LTP y el efecto de antago-
nistas GABAérgicos en las regiones rostral
y caudal del ganglio cervical superior en
SHRy en sus controles normotensas (Wis-
tar Kyoto; WKY) adultas de 12 semanas.

Departamento de Biologia Celular y Fisiologia, Instituto de Investi-

En el presente trabajo estudiamos a las
SHR pre-hipertensas de 6 semanas. Ya
habiamos encontrado que la LTP no se
expresa en la regién rostral, pero si en la
caudal de SHR de 12 semanas. Ahora en-
contramos que contrario a las 12 sema-
nas las pre-hipertensas SHR pero no la
WKY de 6 semanas expresan LTP rostral.
La bicuculina, antagonista GABAérgico,
ademas de recuperar la expresiéon de LTP
rostral en SHR de 12 semanas también lo
hace en la WKY de 6 semanas. Propone-
mos: 1) la aparicion de cambios plasticos
en el sistema simpatico que preceden a la
hipertensién; 2) una distribucién regional
ganglionar de las alteraciones plasticas,
posiblemente relacionada con las dife-
rencias de regulaciéon de cada regiény; 3)
el GABA participa en los mecanismos que
afecta la plasticidad simpatica que subya-
ce a la hipertension.
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CAMBIOS DE LA NEUROPLASTICIDAD SIMPATICA PRECEDEN EL
INICIO DE LA HIPERTENSION ARTERIAL EN EL MODELO DE RATAS
ESPONTANEAMENTE HIPERTENSAS (SHR).

Luis Andrés Martinez Zaldivar, Fredy Cifuentes Navarro, Miguel Angel Morales Mendoza.
Departamento de Biologia Celular y Fisiologia, Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM.

Sede del tercer circuito exterior, Cd. Universitaria, 04510 Coyoacéan, COMX.
Email:lamz07@iibiomedicas.unam.mx

INTRODUCCION:

Se han encontrado cambios en |a actividad del sistema nervioso simpatico (SNS)
implicados en los mecanismos que ariginan y mantienen la hipertension arterial
(HTA). En el modelo animal de HTA esencial, (ratas espontaneamente hipertensas;
SHR), se ha reportado hiperfuncion simpatica, asi como cambios en la plasticidad
ganglionar, manifestados como pérdida de la potenciacion a largo plazo (LTP). Asi
mismo se ha sugerido que los cambios en la funcion simpatica pudieran preceder la
aparicion de la HTA.

En este trabajo exploramos los bi en la tr ision y plasticidad
simpatica asociados al desarrollo de la HTA y si dichos cambios muestran
diferencias regionales rostro-caudales. Finalmente exploramos el papel del
GABAen los bi i i gangli es que suby ala HTA.

OBJETIVOS:

Estudiar la transmision y plasticidad ganglionar en ratas SHR hipertensas, de 12
semanas (PAM: 148 =16mm Hg) y pre-hipertensas, de 6 semanas, (PAM:
98+ 5mmHg) y WKY de las mismas edades.

Determinar diferencias en la plasticidad ganglionar, en las poblaciones de neuronas
rostrales (NCI) y caudales (NCE) del GCS de las SHR hipertensa y prehipertensa

Estudiar la modulacion GABAérgica enddgena sobre la plasticidad en ratas SHR
hipertensas y ratas WKY de 6 semanas.

METODOLOGIA:
a: GCSintacto de  b: Eslimulo y registro c: Transmision d: LTP.
rata SHR. del GCS. basal.

RESULTADOS:

1.- La transmision simpatica rostral de las ratas SHR hipetensas es mayor que
la WKY.

Figura 1..1zg. Curva volaw o enfrada sadda medida an i
regidn rosiral de la rala SHIR Mparfensa (n=12), Vy=4.3v (@)
¥ WKY normotensas (r=12) Vi,=3.8v (O) de 12 semanas,
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2.~ La LTP no se expresa en ratas SHR hipertensas, pero si en SHR pre-
hipertensas.
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Frgura 2.A tzg. Curso temporal de B LTPg en ratas SHR hipertensas (@) y WKY normotensas (0), de 12 semanas. Der (7 La

LTP se exprosa en ratas WKY y no so expresa on las SHR hipertonsas, Figura 2 B, lzq. Curse lemparal de la LTPg en ratas

SHR pre-hipertensas (&) y en WKY (4), de & semanas. Dor. A diferencia de las SHR hipertensas de 12 semanas, la LTP se

expresa on ratas SHR pre-hipertensas (A) y no en WKY (4). {*) Déerencias significativas a P= 0.02. So muestra o promedio =

SEM do n=6

3.- En las ratas SHR hipertensas las neuronas caudales, a diferencia de las
rostrales, si expresan LTPg. En las ratas prehipertensas ocurre lo contrario,
las caudales no expresan LTPg.
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Figura J.A. Izq. Curso temporal de la expresitn de LTPgG en ratas SHR hipertensas, de 12 semanas, registrada en &l NCI (L)
y en & NCE (M). Der Las neuronas caudales, registradas en ef NCE, & expresan LTR (*) Dilerencias significativas &
P=0.02 n=5 . Figura 38 [2q. Curso temporal de In expresién de ia LTPy registradas en el NCE de las ratas prehipertsnsas
de B senanas () y WKY de 8 sermanas | #). Der, (*) Derencias significativas a P= 0.003 n=5

4.- La no expresion de la LTPg en ratas SHR hipertensas y de la WKY de 6
semanas depende de GABA, bicuculina libera la LTPg.
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Figwa 4.A. 12q. Curso lemporal da & LTPg on ratas SHR hipartensas de 12 semanas, con (O) y sn (@) bogueo
ABASrgico por bicuculing. Dev. EJ bloqueo de los receptores a GABA, por bicuculing, libera la LTPg. (*) P= 0.003. n=4

Figura 4.8, Cursa tempotal de t LTPg en ratas WKY de & semnas con (&) y sin (@) boqueo GABASegico por bicuculing
Dar. El bloqueo de los receplores & GABA, por bicuculing, ibera & LTPg. () P 0L.002 n=5

CONCLUSIONES:

-En etapas de pre-hipertension hay una hiperfuncién simpatica que se manifiesta como
aparicion de la LTPg, en la region rostral del GCS.

-Existe una regionalizacian de la disfuncién simpatica, gue pudiera estar relacionada con
la distribucion regional de GABA y sus receptores.

-Existe una inhibicién GABAérgica que bloguea la manifestacién de la LTPg en las ratas
SHR hipertensas de 12 semanas y WKY de 6 semanas.

-Contrario al nuestra idea inicial, de una menor inhibicion de la actividad simpatica en las
SHR, encontramos un aumento de la inhibicion GABAgrgica, la cual podria deberse a un
intento del sistema de revertir la hiperactividad simpatica.

-La di l patica (expresion de la LTP) en etapas de pre-hipertensién
dil ser un predictor de la instalacion de la HTA.

AGRADECIMIENTOS: - CONACYT proyecto no, 236903, - LAMZ estudiante Doctorado Ciencias
Biomédicas, UNAM.
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Andlisis morfol0gico y de la expresion de los genes
SOX9, FOXL2, y VASA en ovarios y festiculos del cocodrilo

de pantano, Crocodylus Moreletii

L6pez Luna Marco Antonio?
Moreno-Mendoza Norma'

El gen sox9 es importante en la deter-
minacion sexual de los vertebrados, asi
como en el mantenimiento de la morfo-
logia y fertilidad del testiculo durante la
vida adulta. Otro gen estudiado por su
importante participacion en el manteni-
miento del linaje germinal es vasa, el cual
esta altamente conservado en la evolu-
cion. Foxl2 es un gen importante en el
desarrollo y mantenimiento del ovario
durante la vida adulta. En cocodrilos no
se ha caracterizado la expresiéon de estos
genes en adultos juveniles. El objetivo de
este trabajo es investigar el patron de ex-
presion de los genes sox9, vasa y foxI2 en

Por primera vez se reporta la expresion
del gen vasa en espermatogonias, ovo-
gonias y ovocitos de cocodrilos juveniles.
Como en otros vertebrados, la expresion
de foxI2 se observé Unicamente en hem-
bras en el nucleo de las células folicula-
res. Por tanto, el patron de expresién de
los genes sox9, vasa y foxI2 en C. moreletii
apoya que estos factores se encuentran
evolutivamente conservados. La detec-
cion del gen sox9 en las células foliculares
de los ovarios puede deberse a que este
gen sustente un papel biolégico diferente
durante la ovogénesis.

ANALISIS MORFOLOGICO Y DE LA EXPRESION DE LOS GENES SOX9, FOXL2 Y VASA EN OVARIOS
Y TESTICULOS DEL COCODRILO DE PANTANO, Crocodylus moreletii.

Resultados

fasa y FoxI2 en el ovario de C. moreletii de 5 afios de edad.

el patrén de expresion de los genes
y testiculos de cocodrilos jovenes de la
etii {cocodrilo de pantano).

Metodologia

ovarios y testiculos de cocodrilos juveni- orotgde e oo

les de Crocodylus moreletii (cocodrilo de i “Ei?&:’fé’:“:;i:;’:;‘.“‘
A 1 *Microscopla de campo claro enes.

pantano). Para ello empleamos las técni- thicia rer

*Inmunofluorescencia

cas de inmunofluorescencia, inmunohis- et
toquimica y RT-PCR. Se encontré la expre-
sion de sox9 en machos, especificamente
en el nucleo de las células de Sertoli, sor-
prendentemente también se detectd en
el nucleo de las células foliculares de los
ovarios.
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El consumo de agua azucarada durante la pubertad
afecta la motivacion sexual en la rata macho adulta

Mar de Ledbn Y!
Lara-Garcia M?
Pérez-Garcia N?
Nicol&s-Toledo L*
Pacheco P25

'Posgrado en Ciencias Bioldgicas, Universidad Auténoma de
Tlaxcala
?Instituto de Neuroetologia, Universidad Veracruzana

4Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta, Universidad
Autbnoma de Tlaxcala
SInstituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM.

El ambiente social y en particular la ali-
mentacion juegan un papel vital en la
conducta sexual de la rata, ya que una
mala alimentacion puede derivar en pro-
blemas endocrinos, sindrome metabdlico
entre otras patologias que comprometen
el desempeno fisico al momento de la
conducta sexual. Al respecto, existen nu-
merosos estudios en rata macho en don-
de se manifiesta la importancia de la fun-
cidon peneana, pero muy poca atencion
se presta a la motivacion sexual. Mas aun,
la relacidn existente entre la conducta de
alimentacion y la motivacién sexual ha
sido pobremente explorada. Es por ello,
que en este estudio decidimos explorar
esta relacion utilizando como modelo la
rata macho con caracteristicas parecidas
a las del sindrome metabdlico (adminis-
tracion de agua azucarada al 30% duran-
te 59 dias) y que después colocamos a
copular con hembras receptivas y regis-
tramos los patrones copulatorios clasicos
(montas, intromisiones, latencias, periodo
refractario, hit rate, tiempo de la sesion)
ademads de cuantificar el peso, agua y ali-
mento consumido, grasa visceral

3Posgrado en Investigaciones Cerebrales, Universidad Veracruzana

asi como los niveles en suero de testoste-
rona. En este estudio encontramos que en
el grupo experimental, el nimero de mon-
tas siempre fue mayor al de los controles;
el nimero de intromisiones solo fue mas
elevado en la primera serie; la latencia a
la monta asi como la de intromisién fue-
ron muy elevadas para la primera serie; el
periodo refractario siempre fue elevado
para todas las series y el hit rate siempre
estuvo por debajo de 0.7. De acuerdo a
los resultados obtenidos, se propone que
los animales experimentales sufrieron de
una falta de interés sexual hacia la hem-
bra solo en la primera serie. Por lo que los
altos niveles de glucosa circulante estan
afectando el circuito motivacional del
sistema nervioso que tarda al parecer en
reaccionar hasta 90 minutos después de
haber iniciado la serie copulatoria.

El consumo de agua azucarada durante la pubertad &
afecta la motivacion sexual en la rata macho adulta

Mar de Leén Y.}, Lara-Garcia M.2, Perez-Garcia N.2, Lara-Garcia 0.3, Nicolas-Toledo L.? y Pacheco P, 25

-

;“‘i

N

* lposgrado en Ciencias Bioldgicas, Universidad Auténoma de Tlaxcala; 2Instituto de Neuroetologia, Universidad Veracruzana;
3posgrado en Investigaciones Cerebrales, Universidad Veracruzana; “Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta, Universidad

Auténoma de Tlaxcala; SInstituto de Investigaciones Biomédicas, U.N.A.M.

Introduccion
Desde el vientre materno hasta la adultez sabemos que existen diversos factores que pueden influenciar la conducta
sexual de los mamiferos. Dentro de estos, el medio social y la alimentacién juegan un papel fundamental para el
despliegue de la adecuada conducta copulatoria de las ratas macho. La mayoria de los estudios en rata macho resaltan la
importancia que tiene la funcion peneana, pero casi nada se menciona sobre la motivacion sexual. En la actualidad se
desconoce en gran medida la relaciéon entre la alimentacion y la motivacion sexual. Debido a lo anterior, decidimos
explorar la relacion que guarda la ingesta de agua azucarada y el desempefio sexual de ratas macho virgenes.

Métodos

Se utilizaron ratas Wistar macho de 40 dias de edad (200-220 gr peso), se formo un grupo control y otro experimental
cada uno con una n=6. Todos los animales se almacenaron de manera individual en cajas medianas de acrilico con libre
acceso al alimento y al agua, aunque para el grupo experimental se le sustituyo el agua por una solucion de agua con
sacarosa al 30% durante 60 dias. Posteriormente, se les sometid a una sesién copulatoria constituida por cuatro series
copulatorias consecutivas y/o de 4 horas de duracion como maximo. De cada serie copulatoria se registro el numero de
montas e intromisiones, asi como sus latencias a la monta, intromision y eyaculacién respectivamente; ademas, se
calculo el periodo refractario, hit rate y la duracién de la serie copulatoria de cada uno de los machos en el estudio.
Adicionalmente, se registro el consumo de agua, y alimento y cuantificamos la grasa visceral y los niveles en suero de

testosterona al finalizar las pruebas.

Resultados
9% gk s
I T ! o
=
w20 I, E L = 20
] N 22 o
- N o =
c 15 % L . = N TR
= \ . c = §
g \. /...?--_____‘;’ o \\ " = o
10 e I o=
2 P = s v \o B
- . ; 3 =——ci B ME Y
i 2 3 X s . H [ o8
1 2 3 4 1 2 3 4
Series
P - 7
?f’ 3q ! .. B =
5 1% g = £ e
n * AN Y5 n. o
E » = 5 1]l . =
o [ = wd i R P S E
S | T e N et [
£ —F 2 B A : ¢ e
E 1w ] § 2T
2] e
: — ¥ 3
5
= 1 2 3 4 1 2 3 4
Series Series
.
1.0 T :
= 1,
. . R MDY
i 7 x = B4 N\
g T/ - O \
L ; 8 =, N\
& S 1 1 Wb N :
T o8|~ - 2 ¢ y 3
[ BT \'___
-1 & b Ty
& B
0.4
1 2 3 4 1 2 3 4
Series Series

Registro de los parametrds copulatorios de cada serie del grupo control
(circulos negros, n=7) y el experimental (circulos blancos, n=7). Las letras
diferentes indican diferencias dentro del grupo mientras que los asteriscos
indican diferencias entre grupos (%% "P<0.05).
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Graficas de peso, alimento, grasa corporal y
testosterona del grupo control (barras grises, n=7)
y del experimental (barras blancas, n=7). *P<0.05.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se propone que los animales experimentales sufrieron de una falta de interés
sexual hacia la hembra solo en la primera serie. Por lo que los altos niveles de glucosa circulante estan afectando el
circuito motivacional del sistema nervioso que tarda al parecer en reaccionar hasta 90 minutos después de haber

iniciado la serie copulatoria.
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Potencial participacion del oxido nitrico endotelial en la

respuesta antihipertensiva in vivo de 58-DHT
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Proyecto financiado por Programa de Apoyo a Proyectos de

Losandrégenos como el 53-dihidrotestos-
terona (5B-DHT) son hormonas esteroides
masculinas con propiedades vasoactivas,
que inducen vasodilatacién aguda en di-
ferentes lechos vasculares aislados, ade-
mas ejercen un efecto hipotensor sistémi-
co en ratas conscientes. Siendo el 53-DHT
el mas eficaz y potente metabolito de la
testosterona, se pretende conocer si el
mecanismo de accién es dependiente del
oxido nitrico (ON, un compuesto vasodi-
latador), utilizando L-NAME (10 pmol Kg-1
min-1), un bloqueador de la enzima 6xido
nitrico sintasa (ONs). Para ello se utilizaron
ratas espontaneamente hipertensa (SHR),
conscientesy en libre movimiento. Se rea-
lizo6 la implantacion de catéteres; uno en
la vena yugular, para la administraciéon del
farmaco y; otro en la arteria carétida, me-
diante el cual se registré la presion arterial
media (PAM). Se utilizaron dos diferentes
grupos: 5B-DHT sin L-NAME y 5B3-DHT en
presencia de L-NAME. En ambos grupos
se administré 5B-DHT via i.v., en dosis
acumulativas de 0.1 a 100 pmol Kg-1 min-
1,y se evalué la PAM.

Departamento de Biologia Celular y Fisiologia, Instituto de Investi-

Investigacion e Innovacion Tecnoldgica (PAPIIT) /DGAPA IN203815

A uno de los grupos se le administré
L-NAME via i.v. en una dosis unica de 10
pmol Kg-1 min-1, para bloquear a la en-
zima ONs. Inmediatamente después se
evalud la respuesta de la PAM y una vez
transcurridos 10 minutos de estabiliza-
cion de la PAM, se continuo con la admi-
nistracion de 5B-DHT via i.v. Los resulta-
dos muestran que la administracion de
5B-DHT produce una caida de la PAM de
manera dosis dependiente. En el grupo
donde se administré previamente L-NA-
ME, observamos que el efecto hipotensor
se conserva. Esta disminucion de la PAM
en presencia de L-NAME es mas marca-
da, debido al aumento que éste bloquea-
dor induce previo a la administracion de
5B-DHT. Por lo tanto, se concluye que la
respuesta antihipertensiva de 53-DHT es
ON independiente.
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Mrespuesta antihipertensiva de 58-DHT.
{

>oTENCIAL PARTICIPACION DEL OXIDO NitRico
ENDOTELIAL EN LA RESPUESTA ANTIHIPERTENSIVA IN vivo

%: DE 50-DHT.
g Meza C., Herrera N. y Perusquia M.
; Departamento de Biologia Celular y Fisiologia,

Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM.

INTRODUCCION
Los andrégenos, poseen una importante propiedad vasorelajante en diferentes lechos vasculares aislados de varias
esp mostrando también la capacidad de dismiglirIa™p en animales consientes normotensos e

hipertensos. Las evidencias experimentﬂg in vitro e if ién  reportan que el andrégeno
5[3 -dihidrotestosterona (58-DHT) es mas eficaz y potemte.en comparacion ¢ EECUrso estosterona y su

6mero 5a- reducido. OBJETIVO

xplorar si en el mecanismo de la accion hipertensiva hg oxido nitricoe _ L la

METODOLOGIA

RESULTADOS

!Q utilizaron ratas machos adullagewCOnNEEIBNIes, “SB-DHT  produce una  respuesta  antihipertgliila
esponléneamentenhipantBSARNGMRY mplantando un dependiente de la dosis tanto en presencia g en

catéter en la vena yugular para la administracion de los_ausencia de L-NAME; demostrando que esta

farmacos y otro en la arteria carétida para regis hipertensiva del andrégeno no

‘da por
presion arterial media (PAM). Se administré via E, por el contrafiges Fig 2). El
ervar que L-NAME

D[OClg) @ aun ofs R como consecuencia del

bloqueador de la enzima 6xido nitrico sintas
(L-NAME; 10 pmol Kg-1 min-1),
respuesta presora durapis cion de ON (factor relajante derivado

diferentes dosisg

Kg-1 min-1 Blecto que pro

sencia de L-NAME (Fid

mismo a

Fig1.
Sistema de

invasivo.

; _,‘ O 5p-DHT+L-NAME
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Fig 3. Camblos de la presién arterial media (PAM).
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El Trastorno de Espectro Autista (TEA)
es un trastorno del neurodesarrollo con
sintomas como deficiencias en la comu-
nicacion e interaccién social, conductas
repetitivas y un procesamiento cognitivo
malo. Existe evidencia de un metabolis-
mo anormal en estos sujetos, reflejados
en particular por una deficiencia de 4ci-
dos grasos poliinsaturados (PUFAs), como
omega 3 (acido alfa linoleico) y omega
6 (acido linoleico). La presencia de estos
acidos se ha relacionado con un correc-
to funcionamiento neuronal, aprendizaje
espacial y plasticidad sinaptica. Evidencia
emergente sugiere que la anormalidad
en el metabolismo de los acidos grasos
podria tener un papel importante en la
patologia del TEA. De la misma manera,
se ha observado que la homeostasis de
los acidos grasos en ninos con TEA se en-
cuentra alterada, probablemente como
resultado de una suplementacion dieté-
tica pobre, defectos genéticos, hiperacti-
vacion de enzimas implicadas en su meta-
bolismo o influencia de diversos agentes
ambientales.

Otros estudios han demostrado que la
suplementaciéon dietética con omegas 3
y 6 en nifos con TEA estan asociadas con
una mejoria en puntajes relacionados con
habilidades de comunicacién, empatia y
agresividad. Las mejorias cognitivas no
siempre van acompanadas de una mejo-
ria que traslada a su funcionamiento en la
vida diaria. Las pruebas que sirven como
principal herramienta de evaluacion por
lo general se generan bajo ambientes
controlados careciendo de validez eco-
l6gica por lo cual se sugiere generar eva-
luaciones con base a métodos basados en
desempeno. En este proyecto, se propo-
ne el uso de una versién modificada de la
conducta de busqueda para evaluar las
posibles mejorias conductuales que ocu-
rran como resultado de la administraciéon
de PUFAs. La prueba de busqueda ofrece
una simulacién de un problema frecuente
en escenarios de la vida real, siendo ésta
una evaluaciéon basada en desempeno, lo
que contrasta con la mayoria de las prue-
bas que ofrecen resultados subjetivos y/o
abstractos.
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“IMPLEMENTACION DIETETICA DE ACIDOS GRASOS OMEGA 3, 6 Y 9 SOBRE LA CONDUCTA Y COGNICION
EN EL TRASTORNO DEESPECTRO AUTISTA (TEA)

Ortega LY, Rosetti MFY, Gonzalez AA%.
1.Departamento de Biologia Celular y Fisiologia, 2. Medicina Genomica y Toxicologia Ambiental
Instituto de investigaciones Biomédicas, Universidad Nacional Autonoma de México

El Trastorno de Espectro Autista (TEA) se considera un trastorno del neurodesarrollo. Sus sintomas principales son deficiencias en la comunicadién e interacci6n
social, conductas repetitivas y un procesamiento cognitivo defidente. Existe

i in metabolismo anormal en estos sujetos, reflejados en particular por
una deficienda de 4cidos grasos poliinsaturados (PUFAs), como omega ﬁ;f__\w

B . presencia de estos acidos se ha reldonado con un mejor

fundonamiento neuronal, aprendizaje espacial y plasticidad sindptica. Se ha ob: > la homeostasis de los dcidos grasos en nifios con TEA se encuentra
alterada como resultado de defectos genéticos, hiperactivacion de enzimas o influendia de agentes ambientales. La suple mentacion dietética con PUFAs en nifios con
sividad. Las mejoras cognitivas tradicionales evaltan |a capacidad cognitiva en

HIPOTESIS: \

La implementacion dietética de PUFAs ayudara atener mejor desempefio cognitivo en una tarea basada en desempefio en nifios autistas como correlato de un mejor

funcionamiento neuronal el cudl se abordara con un modelo murino de igual manera
OBIETIVOS
1.- Usar evaluaciones basadas en conducta de busqueda para evaluar las posibles mejoras conductuales que ocurran como resultado de |a ad ministracion de PUFAs en
nifios con TEA
2.- Explorar los mecanismos neuroblolgicos que subyacen la plasticidad neuronal por me dio de un analisis proteico del citoesqueleto en estructuras como el cerebelo,

hipocampo (CAL y CA4) y corteza prefrontal de ratones con fenotipo autista C58/) /
DISENO EXPERIMEENTAL CON NINOS

DISENO EXPERIMENTAL CON R/

"‘:’

C57 BL6J
Fenotipo silvestre

[

SUPLEMENTO
OMEGAS 3,6y 9

* Hipocampa CAl yCA4
*  Cerebelo

Children with autism are neither systematic nor
optimal foragers

Winrboth Paar™ | Alans B S, Fiine Crtine®. Brm M. esoel. Ioie Briucce”. mnd b £ Gilchoiee™

D A B smwessepms = Iy =

Al B | S B i inmuhistoquimicos
$4 o < :"'T/-.‘\i am ! '.:

SRR AN * MAP2. ol
— D - :- O O » TAU (total y fosforilada).

* Cofilina /total y fosforilada).
* Sinaptopodina.
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Una prueba de busqueda en parches para la evaluacion

de funciones ejecutivas en ninos con Trastorno por
Déficit de Atencidn con Hiperactividad
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El Déficit de Atencion con Hiperactividad
(TDAH) es un trastorno neurobioldgico
representado por los sintomas de hipe-
ractividad, inatencién e impulsividad. En
México este trastorno afecta a mas de 6
millones de ninos, adolescentes y adultos.
Actualmente es la primera procedencia
de busqueda de atencion psiquiatrica en-
tre ninos y adolescentes. En el ambiente
clinico, esto implica una alta demanda so-
bre servicios de consultas, medicamentos,
servicios educativos y terapéuticos espe-
cializados. Ademas, el alto costo de los es-
tudios de variables bioldgicas a través de
la neuroimagen y la neuropsicologia hace
gue sea imposible buscar disfuncién cog-
nitiva utilizando estas técnicas en todos
los pacientes. Por estas razones es necesa-
rio evaluar nuevos paradigmas practicos
y de bajo costo para contestar preguntas
en el estudio de este padecimiento. En un
trabajo realizado preliminarmente se uti-
lizo una Prueba de Busqueda con Conos
(BSFT, por sus siglas en inglés) para eva-
luar los sintomas del TDAH.

La conducta de busqueda es el conjunto
de movimientos, que originan un despla-
zamiento de cuerpo completo, que un
individuo hace con el fin de encontrar
un objeto. La prueba consiste en buscar
pelotas ocultas dentro de unos conos dis-
tribuidos en un espacio de dimensiones
amplias con el de colectar el mayor nu-
mero de pelotas en un intervalo de tiem-
po establecido. En este proyecto se bus-
ca evaluar un arreglo espacial de conos
agregados en parches, que a su vez con-
tienen grupos de pelotas dejando mul-
tiples conos vacios, lo que obliga a que,
para solucionar adecuadamente la tarea,
los sujetos sean capaces de distinguir esta
regularidad estadistica.

Los objetivos de este estudio son evaluar
1) la conducta de busqueda de sujetos
con TDAH en una prueba de busqueda
con los recursos distribuidos en parches,
2) comparar el desempeno del paradig-
ma en sujetos cony sin TDAH y 3) compa-
rar de forma concurrente el modelo con
pruebas de funcionamiento ejecutivo es-
tandarizadas.

Memorias 2017
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* El Transtorno por Déficit de Atencién con Hiperactividad
(TDAH] es un transtorno neurcbiclégico representado por los
sinftormas de hiperactividad, falta de atencidn e impulsividad
= En México, afecta a mas de é millones de nifios,
adolescentes y adultos, con una un alta demanda de
medicamentos, consultas, servicios educativos y terapeéuticos
especializados.

* Nuevos paradigmas nos pueden ayudar a evaluar la
sintormatologia y deficits cognifives en de este padecimiento.
* En este proyecto se busca evaluar uns prueba de
blsqueda, ufilizando regularidades estadisticas similares a a
las que encenframos en nuestra vida diaria,

*La prueba de BSFT consiste en un areglo de 150 conos de silicon de

10 cm de altura,en 5 parches de 30 conos cada uno. La distancia
enire los conos denfro de un parche esde entre 10y 12 cm. y la
distancia enlre parches esde unos 2a 3 m.

*Los conos que compaonen un parche son del mismo color mientras

que cada parche es de un color distinto.

*Dentro de cada parche hay 6 pelotas de golf escondidas a

manera de grupo, siempre una pelota por cono, lo localizacion se

determina al azar y varia entre parches, pero no entre pruebas.

*Los sujetos deben colectar tantas pelotas como puedan dentro de

un intervalo de tiempo determinado y colocarlas denfro de una
bolsa de tela,

«El sujeto utiliza un casco gue tiene una camara portatil (GoPro,

Herod) anexa, que permite conocer la secuencia de movimientos

con los que levanta los conos.

* Pruebas neuropsicologicas estandarizadas que
ofrece el National Inslifule-of Health:el NIH Toolbox
«150 cones de slicon de cinco diegferentes colores
= Casco gque tiene una camarn portdlil {GoPro, Herod)

_» 30 pelofas de galf

Sujeros: =

—
*Nifios de 4 o 12 and diagnostico de TDAH sin
tratamiento, con diagnéstico io de almenos dos
paedopsiquiatras reclutados del hospital Psiguiatico Infantil

Juan N Navarro.

*El grupo control seran de escuelas locales.
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ipotesis

o5 ninos sin TDAH tendrér 1in mejor desempeno en
lo pruebade bisqueda en parches que los nifios can
TDAH sin tratamiento.

O bietivos:

y - *La conducta de bisqueda de sujetos copfDAH

enbRa prueba de busqueda con lpsrEcursos
distribuidos en porches:

*Comparar el desempeno del paradigma en
sujetos con y sin TDAH.

*Comparor de forma concurrente el modelo con
pruebas de funcionamiento ejecutivo
estandarizadas.

[Apoyo PAPIT 1A202617]
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Morfogénesis gonadal y establecimiento de la linea
germinal en el murciélago filostomido Sturnira lilium

Porras-Goémez Tania Janeth
Moreno-Mendoza Norma

En vertebrados como el ratén y el huma-
no, las células germinales primordiales
(CGPs) surgen de la base del alantoides y
son acarreadas por movimientos morfo-
genéticos al epitelio del intestino poste-
rior, para posteriormente migrar a través
del mesenterio intestinal a los primordios
gonadales. Para el caso del murciélago
este conocimiento es practicamente nulo.
Por lo tanto, el objetivo del presente tra-
bajo es dilucidar la dinamica de las células
germinales primordiales (CGPs) durante
la morfogénesis gonadal en el murciéla-
go filostémidos Sturnira lilium. Para esto,
se detectd la proteina del gen Vasa por
Inmunofluorescencia en cortes seriados
de goénadas de embriones en diferentes
etapas de desarrollo. De la misma mane-
ra, se dilucido el inicio de la diferenciacion
morfoldgica de la génada, asi como por la
expresion de los genes autosémicos Sox9
y Mis relacionados con la morfogénesis
testicular en otros mamiferos. Con base
en nuestras observaciones, se identifica-
ron 15 estadios (St) de desarrollo embrio-
nario en el quiréptero Sturnira lilium.

Se encontré que la formacion de la cresta
genital y el establecimiento de la génada
indiferenciada tienen lugar entre los esta-
dios 11y 14,

El inicio de la diferenciacién morfolégi-
ca de la gonada se detecta en las gona-
das masculinas en el St17, mientras que
el ovario en el mismo estadio no presen-
ta cambios morfoldgicos evidentes. Las
primeras CGPs en diferenciarse e iniciar
la meiosis se detectan en el ovario en el
St19, mientras que en los testiculos, las
CGPs se encuentran en arresto mitético.
Por lo tanto, de acuerdo con nuestras ob-
servaciones, los cambios genéticos y es-
tructurales que conducen al desarrollo
testicular y ovarico en Sturnira lilium son
similares a los descritos para el ratén; sin
embargo, las diferencias seran estableci-
das en el tiempo que estos procesos se
lleven a cabo.

MORFOGENESIS GONADAL Y ESTABLECIEMIENTO DE LA
LINEA GERMINAL EN EL MURCIELAGO FILOSTOMIDO
Sturnira lilium.

Porras-Gomez Tania Janeth, Moreno-Mendoza Norma
Departamentode Biologia Celular y Fisiologia, Instituto de Investigaciones Biomédicas. UNAM.

MATERIALY METODOS:

1. Trabajo de Campo

INTRODUCCION:

En vertebrados como el ratén y el humano, las células :
& & 4 ’ ' Identificacion
germinales primordiales (CGPs) surgen de la base del s’(f:. 5 i estadios de desarralla

E 'y = % embrionariocon base a
alantoides y son acarreadas por movimientos i e eldesarroliodelos
miembrosestablecido

morfogenéticos al epitelio del intestino posterior, para == o por Cretekos (2005)

posteriormente migrar a través del mesenterio
intestinal a los primordios gonadales. Para el caso de g ,\
amnios
las CGPs es practicamente nulo.
OBJ ET'VO 2, Trabajo de Experimental
Dilucidar la dinamica de las CGPs durante Ila @

los murciélago este conocimiento sobre la conducta de
morfogénesis gonadal en el murciélago filostomidos

Sturnira lilium.
Inmunofluorescencia Micr f
Sox9 CIRscopa Microscopia

RESU I.TADOS Mis gecEmpe Electronica de
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Figura 1: Principales etapas del desarrollo embrionario de Sturnira lilium relacionadas
con los acontecimientos mas relevantes de la morfogénesis gonadal

5t.15

» ¢
st.13 v
.
v

Figura 5: Diferenciacién ovarica

DISCUSION Y CONCLUSION:

Las proteinas de los genes Ddx4, Sox9 y Mis se detectaron en las génadas
de embriones en diferentes etapas de desarrollo. Se identificaron 15
estadios (St) de desarrollo embrionario en Sturnira lilium. Se encontré que
la formacién de la cresta genital y el establecimiento de la gdnada
indiferenciada tienen lugar entre los estadios 11 y 14. El inicio de la
diferenciaciéon morfolégica de la génada se detecto en las gdnadas
masculinas en el St17. Los primeros CGPs en meiosis se detectan en el
ovario en 5t19, mientras que en los testiculos de la misma edad, los CGPs
se encontraron en arresto mitdtico. De acuerdo con nuestras
observaciones, podemos sugerir que los cambios estructurales que
conducen al desarrollo testicular y ovérico en Sturnira lilium son similares
a los descritos en el ratdn; sin embargo, las diferencias serdn establecidas

Figura 3: Inicio de la diferenciacidn gonadal. en el tiempo que estos procesos se4 lleven a cabo.

Biologia Celular y Fisiologia



XX Congreso de Carteles

Efecto de la denervacion del epitelio olfativo en el

desempeno de la memoria espacial y la morfologia del

hipocampo

Ramirez Reyes Ana Karen
Gutiérrez Ospina Gabriel

Departamento de Biologia Celular y Fisiologia, Instituto de
Investigaciones Biomédicas, UNAM

La neurodegeneracidn se caracteriza por
la pérdida progresiva de poblaciones
neuronales especificas y es precedida por
sintomas prodromicos de disautonomia
periférica. Lo anterior, hace factible que
la degeneracion central sea secundaria al
proceso degenerativo periférico. Uno de
los sintomas prodrémicos mas frecuentes,
es la disfuncién olfativa. La informacion
olfativa es transducida por el epitelio olfa-
tivo hacia estructuras centrales olfativas,
que la relevan hacia el area CA? del hipo-
campo, donde ocurre el procesamiento
de la memoria espacial. Alteraciones en la
memoria espacial podrian observarse en
individuos andsmicos por la pérdida de la
integridad morfo-funcional de la mucosa
olfatoria, provocando un proceso de neu-
rodegeneracion anterégrado que afecta-
se, los relevos de la via olfativa.

El objetivo del presente trabajo fue eva-
luar los efectos de la privacién olfativa pe-
riférica sobre la integridad morfo-funcio-
nal hipocampal y los posibles cambios en
la memoria espacial. Para ello, se lesiond
la mucosa olfatoria de ratones con sulfato
de zinc (ZnSO* durante 14 dias.

Menci6n Honorffica iy

Categoria Licenciatura

Previo a la lesién los ratones fueron entre-
nados en el laberinto de agua de Morris,
para evaluar la memoria espacial.
Pasados los 14 dias de instilacion, los ani-
males fueron sometidos a una prueba de
ejecucion, para evaluar si la memoria es-
pacial habia sido afectada por el procedi-
miento de denervacién olfativa. Al térmi-
no de las pruebas conductuales, se llevo
a cabo un analisis histolégico del epitelio
olfativo y del area CA3 del hipocampo. Los
resultados mostraron que el tratamiento
con ZnSO* causo danos en el epitelio olfa-
tivo, sin embargo, no se observaron mo-
dificaciones morfolégicas en las neuronas
piramidales del area CA3 ni déficits en el
desempeno de la memoria espacial.

En consecuencia, sera necesaria la evalua-
cién morfoldgica de los diferentes relevos
de la via olfativa, asi como la estandariza-
cion de un protocolo de administracion
mas prolongado que logre emular el pro-
ceso degenerativo.

Efecto de la denervacion del epitelio olfativo en el desempefio
de la memoria espacial y la morfologia del hipocampo

Ramirez Reyes, Ana Karen' & Gutiérrez Ospina, Gabriel’
' Departamento de Biologia Celular y Fisiologia, Instituto de Investigaciones Biomédicas, BI OM EDI CAS

UNAM
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/ﬁTRODUCCIéN

por desaferentacion, los relevos de la via olfativa.

La neurodegeneracion se caracteriza por la pérdida progresiva de poblaciones neuronales especificas del sistema nervioso!. Cuando éste proceso afecta
estructuras centrales se asocia con deterioro cognitivo y demencia®. Se presume que el estrés oxidativo, los depdsitos de proteinas toxicas asociados a la
disfuncién del sistema proteosomal y la neuroinflamacién, son algunos factores que se suman para inducir la muerte neuronal®*. Sin embargo, éste modelo
no explica los procesos degenerativos que ocurren a nivel periférico y que anteceden a la degeneracidn central. De manera alternativa, se ha propuesto que
la enfermedad neurodegenerativa es el resultado de la muerte neuronal en el sistema nervioso periférico®. Uno de los sintomas prodrémicos mas
frecuentes, es la disfuncién olfativa®. La informacion olfativa es transducida por el epitelio olfativo y enviada a estructuras centrales, que la relevan hacia el
area CA3 del hipocampo, donde ocurre el procesamiento de la memoria espacial. Alteraciones en la memoria espacial podrian observarse en individuos
andsmicos por la pérdida de la integridad morfo-funcional de la mucosa olfatoria, provocando un proceso de neurodegeneracion anterdgrado que afectase,

)

(,OBJETIVOS

* Evaluar si la denervacion del epitelio olfativo, inducida con sulfato
de zinc (ZnSO,), altera la morfologia de las neuronas piramidales
que integran el area CA3 del hipocampo.

* Evaluar si los cambios morfologicos se asocian a una alteracion del

desempefio de la memoria espacial. )
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ANCLUSIONES

El tratamiento intranasal con ZnSO, provoca un adelgazamiento
del epitelio olfativo y una disminucién en las glandulas de
Bowman. Este tratamiento fue insuficiente para modificar el drea
del soma, el nimero de intersecciones y la longitud dendritica
total de las neuronas piramidales del area CA3 del hipocampo. En
futuros experimentos serd necesaria la estandarizacion de un
protocolo de administracién mas prolongado que logre emular el
proceso degenerativo caracteristico de enfermedades como
Parkinson y Alzheimer, asi como la evaluaciéon de los posibles

cambios producidos en los diferentes relevos de la via olfativa.

(RESULTADOS

Vehiculo Control

Ins0,

Figura 1. Cavidad nasal y epitelio olfativa (EO)
tefiidos con H&E. Glandulas de Bowman (GB), septo
nasal (SP), endoturbinales (TB).
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Figura 2. latencia promedio por cuadrante para
cada grupo de ratones durante la prueba de
evocacién, Media + EEM.* p<0.05; ** p<0.01,
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Figura 3. Preferencia por cuadrante para cada gripo
de ratones, después de la administracion de

Zn504. Media + EEM.
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Figura 4. Area del soma de neuronas piramidales
del hipecampo (CA3). Media £ EEM.
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Figura 5. Nomero de intersecciones de acuerdo a la

distancia desde el soma. Media £ EEM,
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Figura 6. Longitud dendritica total de neuronas

piramidales del area CA3 del hipocampo, evaluada

para cada uno de los drdenes dendriticos

encontrados en el analisis de Sholl. Media + EEM,
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El liquido amnidtico, el calostro y la le-
che materna humana tienen en diferen-
tes concentraciones ocho acidos grasos
y una mezcla artificial a la concentracion
fisioldgica de liquido amnidtico (ldurico
(0.4%), miristico (3.0%), palmitico (15.3%),
palmitoleico (7.1%), estearico (3.7%), olei-
co (8.0%), elaidico (1.5%) y linoleico 4.4%),
asi como el mismo liquido amniético pro-
ducen acciones ansioliticas semejantes al
diazepam en la rata Wistar, lo que sugiere
la participacion del receptor GABA,

En este estudio, ratas macho Wistar adul-
tas fueron evaluadas en las pruebas de
enterramiento defensivo, laberinto de
brazos elevados y actividad locomotora 1
h después de la inyeccién de una mezcla
artificial de ocho acidos grasos (1 ml/rata)
previa administracion de vehiculo o de
diversos antagonistas del receptor GABA
La mezcla de acidos grasos redujo los in-
dicadores de ansiedad en las pruebas de
enterramiento defensivo y laberinto de
brazos elevados, sin cambios significati-
vos en la actividad locomotora, compara-
do con el grupo control.

2Laboratorio de Neurofarmacologia, Instituto de Neuroetologia,

Los antagonistas del receptor GABA, care-
cieron de accioén intrinseca en las pruebas
conductuales.La picrotoxina (1 mg/kg, un
blogqueador de canal de cloro) fue capaz
de bloquear las acciones tipo ansiolitico
de la mezcla de acidos grasos. Por otro
lado, ni la bicuculina (1 mg/kg, un anta-
gonista del sitio de unién del acido y-ami-
nobutirico) ni el flumazenil (5 mg/kg, un
antagonista del sitio de union de las ben-
zodiacepinas) bloquearon el efecto de la
mezcla de acidos grasos.Por lo tanto, se
concluye que estos acidos grasos ejercen
sus acciones reductoras de los indicado-
res de ansiedad a través de la modulacién
del canal de cloro en el receptor GABA,

PARTICIPACION DEL CANAL DE CLORO DEL RECEPTOR GABA, EN EL EFECTO ANSIOLITICO
DE UNA MEZCLA DE ACIDOS GRASOS IDENTIFICADOS EN EL LIQUIDO AMNIOTICO
HUMANO

Rodriguez-Landa JF', Bernal-Morales B! Cueto-Escobedo J', Garcia-Rios Rl

Contreras CM12° ‘ \ /

1 Laboratorio de Meurofarmacologia, Instituto de Neuroetologia, Universidad Veracruzana, Xalapa, Veracruz, México.
2 Unidad Periférica del Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM, Xalapa, Veracruz, México.

Universidad Veracruzana

*Email: contreras@biomedicas.unam.mx
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f( evaluadas en el laberinto de brazos elevados y el enterramiento defensivo, lo
cual esta asociado con el contenido de ocho acidos grasos constantemente
identificados en el liquido amniotico. De hecho, una mezcla elaborada con la
misma concentracion de esos ocho &cidos grasos (linoleico, palmitico,
estearico, miristico, elaidico, laurico, oleico, and palmitoleico) produce efectos
ansioliticos similar al diazepam en ratas Wistar adultas; lo que sugiere la
participacion del receptor GABA, en estos efectos.

Objetivo

Identificar la participacion del sitio de unién de las benzodiacepinas, del acico
y-amino butirico y del canal de cloro del receptor GABA, en el efecto
ansiolitico producido por una mezcla de ocho &cidos grasos constantemente
identificados en el liquido amnidtico humano en ratas evaluadas en modelos
experimentales de ansiedad.

Métodos

En un primer experimento con cuatro grupos independientes (vehiculo,
bicucullina 1 mg/kg, flumazenil 5 mglkg y picrotoxina 1 mg/kg), fue evaluada la
actividad intrinseca de los antagonistas del receptor GABAA en las pruebas de
enterramiento defensivo, laberinto de brazos elevados y actividad locomotora.

En un segundo experimento (Diagrama 1), se evalulo el efecto del
antagonismo del receptor GABA,, sobre el efecto ansiolitico de la mezcla de
acidos grasos en las pruebas de enterramiento defensivo, laberinto de brazos
elevados y actividad locomotora.

Diagrama 1

[ Ratas macho Wistar (250-300g) |

[
1
|\."eh|tuln1 | I \.renlr.ulm | | MAG II I I_MAG I

1
| Enterramiento Defensivo (10min) | | Laberinto de Brazns (5min) |

L ]

I
| Actividad L (5minj |
1
Andlisis Estadistico
ANCVA de una via para grupos ind, post hoe Student-Ni Keuls

Grupo vehiculo integrado por: vehiclel: 1% Tween-80, 14% propilen glicol y 85% salina para
antagonistas y vehicle2: 96% propilen glicol y 4% etanol para la mezcla de acidos grasos (M-AG).
Bicuculina y Picrotoxina 1 mg/kg, Lp., Flumaz,enll 5 mg/kg, i.p. M-AG= 1 ml /rat s.c. (laurico 0.4%,
miristico 3,0%, ico 15. 3% i 7.1% ico 3.7%, oleico 8.0%, elaidico 1.5% y
linoleico 4.4%). Los ‘fueron administrados 30 min antes de M-AG, y la M-AG 60 min
antes de las pruabas conductuales

II\ Enterramiento defensive

El liguido amnidtico humano produce efectos ansioliticos en ratas \

A

Resultados

Actividad intrinseca de los gonistas del receptor GABA,

Los antagonistas del receptor GABA, carecieron de acciones intrinsecas sobre las
variables evaluadas en el laberinto de brazos elevados, enterramiento defensivo y
actividad locomotora.

Antagonismo del receptor GABA,, en el efecto ansiolitico de los dcidos grasos

a) b}
Al
_% 300
§
5 200
i
4 10
-
LIl
]
Vahicula-1
* Vahiculo-3
Fig. 1. Enterramiento defensivo. a) La latenca al fue signif mayer en el gmpo
Vehiculo1+M-AG, respecto al grupo vehiculo, un efecto por el i con los
receplor GABA,,. b) El tempo de fue signif menor en el grupo vehiculo+M-AG, chucuu na

+M-AG, y flumazenil+M-AG, comparado con el grupo vehiculo; un efecto no observado en el grupo pretratado con
Pierotoxin, *pe 0.05 vs grupo vehlculo (Student-Newman-Keuls, post hoc lest). M-AG, mezcla de acidos grasos
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Fig. 2. Laberinto de bra'ma aleva:lm La mezcla de acidos grasas {M-AG) produce efectos ansioliticos que fueron
i por el p con p . pero no con -] a) Tiempo en los brazos abienos.

b} Mimero de Emra:las a los brazos sboerlus cl Namero lotal de entradas a los brazos {ahleﬂns mas Denrados} d}

Porcantage de entradas a los brazos ablertos. ° p< 0.05 v grupos ¥p M-AG (Student-Ni

Keuls pest hoc test),

Ant i del

g M

tor GABA, y de los acidos grasos en actividad locomotora

Ninguno de los tratamientos con la combinacién de antagonistas del receptor GABA, v
la mezcla de acidos grasos produjo cambios significativos en la prueba de actividad
locomotora: cuadros cruzados [F(4,35)=1.06; p= 0.381], tiempo de actividad
[F(4,35)=1.53; p=0.213], y exploracion vertical [F(4,35)=1.65; p=0.138].

Conclusion

Laberinto de brazos elevados Actividad locomatora i . :
/ Se concluye que la mezcla de estos acidos grasos ejerce sus acciones reductoras
\ / de los indicadores de ansiedad a través de la modulacion del canal de cloro en &l
\ / receptor GABA,,.
T =
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Time of day-dependent sensitivity fo LPS: a sensory role

for the autonomic nervous system

Soto Eva Carolind’
Buijs Ruud'

gaciones Biomédicas, UNAM

Es ampliamente aceptado que la intensi-
dad de la respuesta inflamatoria esta re-
gulada por el sistema nervioso autbnomo
(SNA). Sin embargo, no esta claro como es
que la informacion acerca de la presencia
del LPS en la periferia llega al cerebro. La
hipotesis de este trabajo es que la rama
sensorial del SNA es responsable de la de-
teccién inmediata del LPS para modificar
su salida eferente hacia el sistema inmune
y montar una respuesta adecuada al esti-
mulo inflamatorio.

En este estudio, ratas macho de la cepa
Wistar recibieron LPS en una dosis de
2ug/kg por via intravenosa y fueron sa-
crificadas 50 minutos después para eva-
luar actividad neuronal por medio de la
expresion de c-Fos. Debido a que el reloj
bioldgico, el nucleo supraquiasmatico
(SCN), puede regular al sistema nervioso
auténomo, evaluamos diferencias dia/no-
che en la deteccion de LPS. Después de
la administracién de LPS hay una mayor
expresion de c-Fos en los centros senso-
riales autondmicos, el nucleo del tracto
solitario (NTS) y el asta dorsal (DH) de la
médula espinal.

Departamento de Biologia Celular y Fisiologia, Instituto de Investi-

El nivel de activacion neuronal de estas
estructuras sensoriales depende del mo-
mento del dia en el cual se da el estimulo
inflamatorio, siendo mayor en ZT2 (dia)
que en ZT14 (noche).

El nivel de activacion neuronal correlacio-
na inversamente con el patrén de libera-
cion de citocinas, cuyos niveles son mas
bajos en ZT2 que en ZT14. Al remover las
aferentes sensoriales, hay un decremento
de la actividad neuronal y un incremen-
to significativo de la liberacién de citoci-
nas en ZT2, por lo cual podemos concluir
que la activacion de los centros sensoria-
les autonémicos sirve para establecer un
circuito de inhibicion de la producciéon de
citocinas pro inflamatorias en la fase de
descanso. Unalesion unilateral del SCN re-
sulta en una activacion ipsilateral del DH
después de un reto con LPS en ZT14, lo
que sugiere una via neuronal SCN-DH que
regula la sensibilidad al LPS y promueve
una liberacién diferencial de citocinas.

Time of day-dependent sensitivity to LPS: A sensory
role for the autonomic nervous system

Eva Soto-Tinoco' and Ruud M Buijs?
'Departamento de Biologia Celular y Fisiologia, Instituto de Investigaciones Biomédicas
Universidad Nacional Autonoma de México

Introduction

The brain is responsible for maintaining homeostasis of the organism, constantly
adjusting its output via hormones and the autonomic nervous system, to reach an
optimal setting in every compartment of the body. Also the immune system is under
strong control of the brain. Beyond the conventional systemic responses evoked by the
brain during inflammation, such as hypothalamic-pituitary-adrenal axis activation and
the induction of sickness behavior, the autonomic nervous system is now recognized to
exert regulatory effects on the inflammatory response. Which branch of the autonomic
nervous system is able to influence the inflammatory process remains controversial.
Therefore, attention needs to be given to those areas of the brain that might be
involved in sensing inflammatory stimuli followed by how that sensing could change the
neural activity of structures involved in the regulation of the inflammatory response, for
example, by regulating its intensity.

Methods /—\

Earlylevents !n literature, t?rain activation

Ry is only established between
90 and 180 minutes after
LPS administration,
reflecting an accumulated
activation that can be due to
different stimuli propagated
by LPS, such as

atc, and not ]u:3.1 LPS. This

° 20 40 60 80 raises the question, whether
Time (min} LPS itself can Ilnouce such
LPS neuronal activation,
40-60 min m—an min and more
Best

c-Fos exprossion om.. studies normally
dise anly to earty study c-Fos expression
events after an LPS challenge
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Results

Is There An Activation In Autonomic Sensory Centers After LPS
Administration? Is It Time IZ‘.'e;:uen".‘}ent’J

FIG. 1 AUTONOMIC SENSORY CENTERS ARE ACTIVATED AFTER LPS ADMINISTRATION. THERE IS A
DAY/ NIGHT DIFFERENCE IN THE ACTIVATION AND IN THE CYTOKINE RELEASE. Upregulation of ¢c-Fos
was observed in the nucleus of the solitary tract (NTS) and the dorsal horn (DH) of the spinal cord (DH sections
from T4-T8 were ified). The level of ion in these sensory structures depends on the time of LPS
adrministration, being higher at ZT2 than at ZT14. In contrast, plasma levels tumor necrosis factor alpha (TNFa)
are higher at ZT14 than at ZT2. All values are expressed as means = s.e.m (n = 4-5/group). **p<0.01 significance
of difference of LPS ZT2 against LPS ZT14.
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Results

Are The Afferent Sensory Nerves Responsible For Engaging
An Anti-Inflammatory Circuit At ZT2?

tesscaps o k - =
e 3 -t 3 = M anhe
A 3 3t 3=
PEfllisr ool (-, : ;
L R 4 S
FIG 2. REMOVAL OF SENSORY NERVES WITH CAPSAICIN
1ace _ INCAEASES CYTOKINE RELEASE, Capsaicin denervation
. CAPESLPS IR o 1 * K
i =yt causes a sig o in e-Fos in the DH
T een. - compared to the control, accompanied by a significant
E - Increase in TNFa levels. These data strongly suggests fhat
naurcnal activation in the DH, senves to inhibit cytakine release,
§ - All values are expressed as means = s.am in = 4-8/group).
*“p<0.01 significance of difference of intact LPS ZT2 against
" Cap+LPS ZT2.

Is The Scn Involved In Setting This Differential Activation?

S TS ETI4 BEMEL NTS ETH

FIG 3. COMPLETE ABLATION OF THE SCN CHANGES THE ACTIVATION PATTERN AT ZT14. Rats bearing
bilateral SCM lesions showed increased c-Fos counts in the NTS and DH of the spinal cord compared to intact
animals at ZT14 aller LPS. All values are expressed as means = s.em (n = d/group). “p<0.01 significance of
difference of sham ZT14 against SCMNux ZT14.

S—— " SCNslpsiOH  BCHs Cent OH
FIG. 4 UNILATERAL ABLATION OF THE SCN CHANGES THE ACTIVATION PATTERN IN THE IPSILATERAL SIDE
OF THE DH AT ZT14 Rats bearing unilateral SCN lesions showed increased c-Fos counts in the ipsitateral side of the
DOH compared 1o the contralateral site at ZT14 after LPS. All values are expressed as means « s.e.m (n = &fgroup).
“p<0.01 i of of | side against

Is The Activation In The Autonomic Sensory Centers Dependent
On The Dose Of LPS Admlmsiered"

F.

FiG. 5 A 50 TIMES HIGHER, YET, SMALL DOSE OF LPS, IS ABLE TO ACTIVATE THE AUTONOMIC SENSORY
CENTERS AT ZT14. A group of animals received a higer dose of LPS, 100ug/kg at ZT714, time point where normally
there is no activation of autonomic sensory centers. Uipregulation of c-Fos expression was observed in the DH and tha
NTS. This Indicates that the system s indeed less sensitive at this time point, only responding to higher doses of LPS,
Al values ank expressed as means = s.e.m (0 = 3-4/group). “p<0.01, **'p<0.001 significance of difference of LPS 2ug/
kg ZT14 against LPS 100pg/kg ZT14.

Conclusions

LPS can be sensed by autonomic sensory

centers, both, sympathetic and
o parasympathetic. The level of neuronal
activation is different depending on the
time of the day on which the stimulus is
given, being higher at ZT2 than at ZT14.
This activation pattern inversely correlates
to the cytokine release, which suggests
the engagement of an inhibitory circuit to

\ control cytokine release. This is confirmed
A P8 by the fact that ablation of sensory nerves
o L reduces neuronal activation and thus,

promotes a higher cytokine release at ZT2,
when cytokines are normally low. We
propose that the SCN influences the
sensitivity of the DH to LPS via a neuronal
FIG. 5 PROPOSED MECHANISM FOR LPS SiGNALLING  Pathway in order to promote a differential
TO THE CENTRAL NERVOUS SYSTEM cytokine release,

‘ Lower cytokine f Higher cytokine
release at ZT2 release at ZT14
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Efecto del diazepam sobre la actividad multiunitaria del
circuito amigdala basolateral-corteza prefrontal medial

en la rata Wistar
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La amigdala basolateral mediante sus in-
terconexiones con la corteza prefrontal
medial (mPFC) forma un circuito neuronal
involucrado en la regulacion del miedo,
concebido como una emocién adaptativa
ante una amenaza y que forma parte im-
portante de la ansiedad.

El diazepam es una benzodiacepina ansio-
litica tipica, pero se desconocen sus accio-
nes sobre la conectividad de la amigdala
hacia mPFC. Se empledé un modelo que
evalua la responsividad del circuito me-
diante la estimulacion eléctrica repetida
(0.3 Hz, durante tres minutos) del elemen-
to pre-sinaptico (amigdala), registrando la
respuesta neuronal del elemento post-si-
naptico (mPFC) en forma acumulada para
periodos de 250 ms post-estimulo (60 es-
timulos) en forma de histogramas peries-
timulo.

En el analisis de la respuesta, se empled
una ecuacioén simple que permite deter-
minar valores maximos durante el pe-
riodo post-estimulo ya sea de excitacion
(aumento de la tasa de disparo neuronal),
inhibicién (disminucion de la tasa de
disparo neuronal)

'Laboratorio de Neurofarmacologia, Instituto de Neuroetologia,

0 no cambio con respecto al periodo pre-
vio a la estimulacion (250 ms). Se utiliza-
ron 12 ratas Wistar macho asignadas a un
grupo control (n=6) y un grupo inyectado
con diazepam (2 mg/kg, i.p, n= 6). Se rea-
lizé registro de la actividad multiunitaria
de las regiones de mPFC durante la esti-
mulacion de la amigdala.

La estimulacion amigdalina produjo una
respuesta bifasica de corta latencia (2-3
ms). Dentro de los primeros 40 ms post-es-
timulo ocurrié una breve respuesta exci-
tatoria, seqguida de una larga respuesta
inhibitoria que se prolongo alrededor de
200 ms post-estimulo.

El diazepam disminuyé la amplitud y la
duracion de ambas respuestas. Los resul-
tados indican que el diazepam tiene una
accion reguladora en la que reduce la ca-
pacidad de la conexion amigdalina hacia
mPFC, lo que podria relacionarse con la
potencia de este farmaco en la regulacién
farmacoldgica del miedo.
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| forma parte importante de la ansiedad.

EFECTO DEL DIAZEPAM SOBRE LA ACTIVIDAD MULTIUNITARIA DEL

CIRCUITO AMIGDALA BASOLATERAL-CORTEZA PREFRONTAL MEDIAL EN
LA RATA WISTAR

M Varela Guerson Y.", Gutiérrez-Garcia Ana G.' y Contreras Carlos M. 12

! Laboratorio de Neurofarmacologia, Instituto de Neuroetologia, Universidad Veracruzana, guersonvarela@gmail.com; anguiierrez@uv.mx
2 Unidad Periférica Xalapa, Instituto de Investigaciones Biomédicas, Universidad Nacional Autdnoma de México, coonireras@uv my;
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INTRODUCCION

La amigdala basolateral por sus El
interconexiones con la corteza prefrontal
medial forma un circuito  neuronal
involucrado en la regulacién del miedo, ioliti
concebido como una  emocion ﬁ;?:scmansggmil pr::: :::
adaptativa ante una amenaza y que GABAA ep

| s

diazepam es un farmaco
perteneciente a la familia de las
bezodiacepinas que  ejerce

I l Se desconocen los efectos de una dosis ansiolitica de I I
diazepam sobre el circuito de la amigdala basolateral hacia la

coﬂeza prefrontal medial en sus lres reglones (corteza del
gul ior, corteza prelimbica e infi

1

Se empled un modelo que evalia la responsividad del circuite mediante la
estimulacion eréctnca repetida (0.3 Hz, durante tres minutos) del elemento pre-

o la neuronal del elemento post-sinaptico
{mPFC] en forma acumulada para perrodos de 250 ms post-estimulo (60 estimulos)
en forma de histogramas periestimulo.

OBJETIVO

Describir la responsividad (excitacién, inhibicion o no cambio de actividad)
neuronal de las conexiones de la amigdala basolateral hacia las tres regiones
de la mPFC y el efecto del diazepam sobre las mismas.

METODO

Ratas
Wistar

Estimulo BA

Registro
electrofisioclaogico
multiunitaric en corteza
prefrontal medial:
A) Basal pr-vil

B) E io BA . et
(-mlgdnh basolateral) 8
C) Post-astimulacicn

|

Control
histolégico

AP 28 mim, L= -5.0 e, W2 - 7.0 mm

|
| rosT-PREPOST.PRE)

AP 33 mm, Ls 0.7 mem, He - 208 4.5 mm

prefrontal
medfyl

Fig. 2. Coordenadas estereotaxicas

Tiampo (segundos)

Fig. 3. Protocolo de registro de la Fig. 4. Registro multiunitario de

|_actividad multiunitaria do mPFC mPFC

RESULTADOS

B) 3 Regiones de mPFC
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TIEMPO (milisegundos)

Grupo Diazepam
Estimulacion BA

i
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Figura 5. (A) Factor A: tratamiento [F (1, 1080)= 234.808, p < 0.001]. En el cual el grupo

fue ite menor (p < 0.05, HS) que el grupo Control. En (B) Factor B:
regiones de mPFC [F (2,1080)= 61.045, p < 0.001] la regidn CG mostrd el mayor radio de
activacion, en comparacion con PL e IL. (C) Factor C: periodo de 200 ms de registro de la
actividad multiunitaria de mPFC [F (19, 1080)= 160.392, p < 0.001]. A partir de los 40 ms se
observa una disminucién del radio que fue significativa y que se prolongd hasta el término de
los 200 ms. * p < 0.05 post hoc HS. (D) Interaccitn entre factores A x B x C (control x regitn
de mPFC x periodo) dentro de los primeros 40 ms post-estimulo ocurrid una breve respuesta
excitatoria, seguida de una larga respuesta inhibitoria que se prolongd alrededor de 200 ms
post-estimulo. * p < 0.05 post hoc HS. (E) Interaccidn entre factores A x B x C (diazepam x
region de mPFC x periodo) en donde la responsividad del circuito BLA-mPFC fue mas
acentuada hacia la inhibicidn a partir de los 40 ms (* p < 0.05 post hoc HS) lo que disminuyd la
responsividad hacia la excitacion y redujo la duracién de la respuesta excitatoria que
rapidamente esta retorno a valores de cero.

CONCLUSION

Los resultados indican que el diazepam tiene una accién reguladora en la que
reduce la capacidad de la conexion amigdalina hacia mPFC, lo que podria relacionarse
con la potencia de este farmaco en la regulacion farmacolégica del miedo.

* VGY recibié Beca de estudiante del Sistema Nacional de Investigadores (no.
registro: 45178).
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Comparacion de dos sistemas de produccion de indculo

de hongos micorrizicos arbusculares en condiciones

In vitro

COMPARACION DE DOS SISTEMAS DE PRODUCCION DE INOCULO DE HONGOS
MICORRIZICOS ARBUSCULARES EN CONDICIONES IN VITRO

Alberto Campos-Lopez!?, César F. Gonzalez-Monterrubio?, Norma A. Valdez-Cruz!, Mauricio A. Trujillo-Roldan'*
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Los hongos micorrizicos arbusculares
(HMA) son microrganismos del suelo alta-
mente valorados en la agricultura debido
a su potencial aplicacién como biofertili-
zantes. Sin embargo, la naturaleza biotré-
fica obligatoria de este grupo de hongos
ha complicado el desarrollo de métodos
de produccién a gran escala que permi-
tan obtener in6culo micorrizico de alta
calidad y libre de contaminantes. Consi-
derando esto se planted el comparar dos
sistemas de produccion de inéculo de
HMA en condiciones in vitro, Root Organ
Culture (ROT) y Half-closed Arbuscular
Mycorrhiza-Plant (HAM-P), considerando
produccidn de esporas y propagalos, ven-
tajas y desventajas del proceso. Para esto
se procedid al establecimiento del siste-
ma de cultivo ROC utilizando fragmen-
tos de raices transformadas de Cichorium
intybus clon de raices A4NH y esporas
del HMA Rhizophagus irregularis DAOM
197198. Asi mismo, se realizd el estable-
cimiento del sistema de cultivo HAM-P
utilizando plantas de Medicago truncatu-
la germinadas en condiciones asépticas y
esporas pertenecientes al mismo HMA.

La produccién maxima obtenida con el
sistema ROT fue de 379 esporas y 530
propagalos estimados en cajas Petri de
90 x 15 mm, mientras que con el sistema
HAM-P la maxima produccion obtenida
fue de 3723 esporas y 6329 propagalos
estimados en cajas Petri de 90 x 15 mm.
Las principales ventajas del sistema ROC
radican en la facilidad de montaje y man-
tenimiento, menor riesgo de contamina-
cion y menor costo, caso contrario alo ob-
servado con el sistema de cultivo HAM-P.
A pesar de la complejidad técnica que
demanda el montaje y mantenimiento
del sistema HAM-P en comparaciéon con
el sistema ROC la producciéon de esporas
y la cantidad de propagalos obtenidos lo
convierten en un sistema de cultivo mas
idoneo para la produccién a gran escala
de in6culo de HMA de alta calidad y libre
de contaminantes.
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Sistema ROC
Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) son organismos del suelo -
Ventajas:

distribuidos mundialmente, forman simbiosis con la mayoria de las familias de fileriot costo (comparato con HANE)

plantas y su importancia en ecosistemas naturales y seminaturales es Baja inversion de tiempo para montaje (comparado con HAM-P)
ampliamente aceptada (Smith & Read 2008). Hoy en dia esta asociacion Sin idad de imi
mutualista es de gran importancia para la agricultura, la horticultura, Menor riesgo de contaminacién (comparado con HAM-P)
programas forestales y de recuperacion del medioc ambiente debido a su Bty

z ey i i il e : . esventajas:
potencial aplicacion como biofertilizante (Gianinazzi et al. 2002; Johansson et ench pradilce oo the eap (comparado con HAM-P)

al. 2004). Sin embargo, la naturaleza biotrdfica obligatoria de este grupo de
hongos ha complicado el desarrollo de métodos de produccion que permitan
obtener indculo micorrizico de alta calidad y libre de contaminantes.

Se planted el comparar dos sistemas de produccién de indculo de HMA en
condiciones in vitro, “cultivo de drganos radicales” (Root Organ Culture, ROC)
y "sistema entreabierto micorriza arbuscular-planta” (Half-closed Arbuscular
Mycorrhiza-Plant, HAM-P), considerando produccion de esporas y propagulos,
ventajas y desventajas del proceso.

ROC ' 2 HAM-P
= —— : — 2 Figura 2. A) Caja Petri 90 x 15 mm montada con raices transformadas de C. intybus e inoculada
‘ “ con esporas del HMA R. frregularis. B) Esporas producidas en sistema de cultive ROC.
P Sistema HAM-P |
Multiplicacion de raices § Desinfeccion y
transformadas de | germinacion de semillas -
Cichorium intybus : de Medicago truncatula / ' Ventajas:
- : - Producci alta (comparado con ROC)

‘ . | ‘ . -. .' Desventajas:

. Alta inversién de tiempo para su montaje (comparados con ROC)
; . = = Mantenimiento constante
Diseccidn de fragmentos g Transferencia de Riesgo de alto " con ROC)

de raiz procedentes de los J plantulas al sistema de
cultivos madre = . cultivo /n vitro HAM-P Eaaievaag [cﬂnmm ConROG)

Inoculacion con esporas del Inoculacion con esporas del ;

HMA Rhizophagus ) HMA R
DAOM197198 ; DAOM197198
z Conteo de esporas y E

estimacién de propagalos
por caja Petri

m;mwdn con plantas de M. truncatula e inoculada con esporas
del HMA R. irreg B) Esporas producidas en sistema de cultivo HAM-P,

En primera instancia el sistema de cultivo i wiro ROC presenta
caracteristicas que lo hacen un sistema de cultivo de facil manejo. Sin
embargo, a pesar de la complejidad técnica que demanda el montaje y el
mantenimiento del sistema HAM-P la produccidn de esporas y propagalos lo
convierten en un sistema mas idoneo para la produccion a gran escala de
indculo de HMA de alta calidad y libre de contaminantes.

“Consejo Macional de Clencia y Tecnologia” (CONACYT 178528, 247473, 230042 and 220795), v “Programa de

Apoyo a Proyectos de Investigacidn e Innovacidn Tecnoldgica, Universidad Nacional Autdnoma de México”
(PAPIIT-LINAM IN-208415 and IN-209113).

“ Gianinazzi 5, Schiepp H, Barea M, Haselwandter K (2002) Mycorrhizal

technology in agriculture: from genes to bioproducts. Birkhauser,

L_z

Figura 1. Imdgenes del proceso de je y esporulacién en los de cultive in vitro.

Basel,
Iido M, Cranenbrouck S, Declerck (2011) Methods for large-scale

HAM-P ROC

production of AM fungl: past, present, and future Mycorrhiza 21:1-
16. DOI 10.1007/500572-010-0337-2 -
Esporas 3723 349 Jehansson JF, Paul LR, Finlay RD (2004) Microbial interactions in the Blo ahrlca
mycorrhizosphere and their significance for sustainable agriculture,
Propagulos estimados 6329 530 FEMS Microblol Ecol 48:1-13. doi:10.1016/).femsec_2003.11.012
Smith 5E, Read D) (eds) {2008) Mycorrhizal symbicsis, 3rd edn. N m “I
Tabla 1. Comparacién de produccién y costos de los sistemas de produccion in vitro. Academic, London, iR
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Humphreya coffeata es un basidiomiceto
conocido por sus propiedades medici-
nales, cuyos metabolitos activos y activi-
dades farmacoldgicas son desconocidos.
En estudios previos de nuestro grupo, se
logré adaptar el hongo a condiciones de
crecimiento sumergido en laboratorio y
en describir el potencial de este hongo
para su uso en terapia de cancer. Se ob-
servo actividad antitumoral sobre células
de leucemia cuando se expusieron a con-
centraciones de 2500 pg/mL del sobrena-
dante total de H. coffeata, obteniendo un
80% de citotoxicidad, mientras que una
linea celular sana no presentd citotoxici-
dad en la misma concentracién. Con estos
resultados se estan evaluando dos grupos
de compuestos de H. coffeata: los exopoli-
sacaridos, y los acidos triterpenoides.
Este trabajo se enfocd en la produccién
de 4cidos triterpenoides de H. coffeata
en cultivo sumergido utilizando diferen-
tes condiciones de crecimiento (glucosa
o lactosa, matraces convencionales o ba-
fleados)

para determinar diferentes compues-
tos encontrados en cada condicion y su
bioactividad en las lineas celulares de leu-
cemia Jurkat E6 y K562.

Se identificaron 3 fracciones por cromato-
grafia en capa fina de triterpenoides en 3
de las 4 condiciones, mientras que en una
de ellas se encontraron 4 fracciones de los
mismos. A estas fracciones se les evalué la
citotoxicidad, encontrando que el extrac-
to de glucosa total y cada una de sus frac-
ciones tienen una citotoxicidad mayor
que el extracto de lactosa total y cada una
de sus fracciones, donde las fracciones
provenientes del crecimiento con glucosa
1y 3 tienen la mayor concentracion inhi-
bitoria media siendo de 27.9 £ 9.1 ug/mL
y 68.1 + 9.5 pg/mL, respectivamente.

A estas diferentes fracciones de compues-
tos todavia se les debe evaluar su cito-

toxicidad en células leucocitos sanos, asi

como identificar y evaluar cada uno de los
compuestos que puedan estar presentes.
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Introduction

Fungi are known for being able to produce different
compounds with a wide spectrum of pharmacological
activities. Among these microorganisms, basidiomycota have
been reported to have different metabolites with potencial for
antitumoral drugs with less side effects than the current
medications available in the market, such as the secondary
metabolites triterpenoid acids found in a well studied
basidiomycota Ganoderma fucidum.

Humphreya coffeata is another basidiomycota, known for its
medicinal properties, whose compounds with
pharmacological activities are unknown. Previously, this
fungus was adapted to laboratory growth conditions and
described the potential of this microorganism to be used in
cancer therapy.
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Fig 1. % of cytotoxicity of Humphreya coffeata
when exposed to cancer cell lines (4)
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These results led to question which of the compunds present
in the microorganisms where responsible for the antitumoral
activity. Exopolysaccharide production and bioactivy were
previously evaluated, while the bioactivity of the possible
triterpenoid compunds present in H. coffeata remained
unknown.

Objectives

- Quantify the production of triterpenoid acids, biomass,
carbon consumption and morphology of H. coffeata in
submerged cultures in conventional and baffled flasks
using lactose or glucose as the carbon source.

« Purify and characterize the triterpenoid acids produced
by H. coffeata.

= Evaluate the cytotoxic aclivity over leukemia cancer cell
lines.

Methodology

“ e

Fig 2. Humphreya coffeata
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Isolation and identification of triterpenoid
acids with antitumoral effect in a
submerged culture of Humphreya coffeata
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) Cruz, Norma A., Trujillo-Roldan, Mauricio A.*
Departamento de Blologla Molecular y Biotecnologia, Instituto de Investigaciones
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Table 1. Kinetic parameters of H. coffeata in
different growth conditions

 (days-1) Td (days) Xmax (/L) Yx/s (mgx/gs) Qs (mgs/gxh)
GC 0.62 111 104 2528 B84
GB 074 0z 18 327 9
Lc 051 132 150 2060 (5]
LB 0.48 205 282 4250 50
Glucose Lactose

57 mm Undefined form

Conventional

Baffled

Substrate consumption (g/L)

time (days)
Fig 4. Biomass production and substrate
consumption in different growth conditions

Table 2. Productivity parameters of triterpenoid
acids extracter from mycelium

Triterpenoid acids mycelium

Yp/x (mgp/ax) Qp (ugp/gxh)  Pv (ugll)  Pmax (mg/L)

GC 13 30 24.0 1.6
GB 05 1.0 16.0 75
LC 0.8 20 20.0 87
LB 0.5 30 220 104

Table 3. Productivity parameters of triterpenoid
acids extracter from supernatant
Triterpenoid acids supernatant

Yp/x (mgp/gx) Qp (ugp/gxh)  Pv (ugll)  Pmax (mgl)

GC 19.1 40.0 3500 167.1
GB 10.0 210 3100 147.0
Lc 185 39.0 4400 2133
LB 103 220 4480 221.9

flum}

Triterpencid ac mycelium (mg/100 mg myce
Triterpenoid ac supematant (mgiL)

. N
o r{n
‘ Ume“(days:
Fig 5. Triterpenoid acids production in mycelia and
supernatants

Glucose Lactose

Fig 6. Identity test on a TLC plate for glucose and
lactose supernatants in conventional flasks
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Discussion

In the baffled flasks, the specific growth rate (u)
is lower, regardless of the carbon source used in
the media. This is probably due to ths stress
provided by the baffles, which also cause an
increase in the biomass, forming more and
smaller pellets of mycelium than in the
conventional flasks.

Both consumption rates (lactose and glucose)
were similar in each flask geometry and, in all
cases, the carbon source was consumed almost
entirely.

In the production of triterpenoid acids it was
observed that the amount of acids present in the
mycelia was ten times smaller than the amount
found in the sypernatants for each growth condition.
These acids were extracted with polarity changes in
solvents, and later identified by a specific
colorimetric reaction with vainilline in acid conditions.

Conclusions

+ The conventional flask with glucose as a carbon
source are the optimal conditions to produce
triterpenpid acids in submerged cultures of H.
coffeata.

« The ftriterpenoid acids were extracted from both
supernatants and mycelia and identified by TLC.

+ The quanitity of triterpenoid acids in the
supernatants was ten times bigger than the quantity
found in the mycelia.

+ In the conventional flasks with lactose as a carbon

source a different pattern of TLC molecules was
found.

Perspectives

+ Characterize the acids obtained by MS and NMR.

+ Evaluate cytotoxicity of all the extracts obtained and
the purified acids.
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Se ha demostrado que cultivos de células CHO,
los cuales inicialmente crecen a 37°C, al ser cam-
biados a una temperatura de 30°C (hipotermia
moderada) durante la fase de crecimiento expo-
nencial, resulta en un incremento en la produc-
cién de rt-PA (la productividad especifica incre-
menta 1.6 veces a comparacién de los cultivos a
37°C), mientras la velocidad de crecimiento ce-
lular se reduce. Ademas, al realizar un analisis de
la respuesta transciptdémica de estas células, se
ha descrito que hay fluctuaciones en los transcri-
tos que codifican las proteinas implicadas en la
glicosilacién, por lo cual el tratamiento con TDS
puede estar relacionado con modificaciones en
los patrones de glicosilacion de rt-PA (Bedoya,
et al,, 2016). El objetivo de este trabajo fue eva-
luar el efecto que tiene la hipotermia moderada
sobre la produccion de rt-PA usando un mode-
lo de células CHO cultivadas en biorreactores
WAVE, en los cuales es posible controlar parame-
tros como pH, 02, CO2, temperatura, agitaciony
aire, por lo que el entorno resultante dentro del
biorreactor permite que el crecimiento celular
llegue a concentraciones celulares mayores que
otros sistemas de crecimiento como lo son los
frascos agitados (Butler, M., & Meneses A., 2012).

Para evaluar el efecto de la hipotermia modera-
da sobre el patrén de glicosilacion del rt-PA, se
cultivaron e inocularon células CHO productoras
de rt-PA en bolsas WAVE Biorreactor, las células
control se crecieron a 37°C durante 96h, mientras
que las células tratadas con hipotermia modera-
da crecieron inicialmente a 37°C posteriormente,

a las 48h de cultivo, se cambié la temperatura a
34°C 0 30°C (cultivos bifasicos).

Los resultados obtenidos mostraron que tanto
para las células cultivadas 37°C y las células en
los cultivos bifasicos a 34°C y 30°C, la viabilidad
se mantuvo en valores mayores al 90% hasta las
96 h de cultivo. Para el caso de la concentracion
celular, se alcanzaron valores de 2.0x106 células/
mL para el cultivo control a 37°C, para el cultivo
bifasico a 30°C, 0.85x106 células/mL y para el
cultivo bifasico a 34°C, 3.2 x106 células/mL. An-
teriormente, Bedoya, et al. 2016, se habian re-
portado valores de viabilidad del 87% para las
células a 37°Cy 89% para las células en los culti-
vos bifasicos a 30°C. Nuestros resultados reflejan
el efecto que tiene el cambio de temperatura y
el cultivo de las células en el biorreactor WAVE,
como lo es el mantenimiento de la viabilidad ce-
lular al 93% para las células crecidas a 37°C, y al
97% y 94% como para las células en los cultivos
bifasicos (34 y 30°C respectivamente), los cuales
son valores mas altos que los previamente repor-
tados en otros sistemas de cultivo. Hasta ahora
se puede concluir que el efecto de la hipotermia
y el cultivo de células CHO productoras de rt-PA
en biorreactores WAVE causa un incremento en
la viabilidad de las células.

Debe realizarse la cuantificacion del rt-PA produ-
cido en este sistema y la caracterizacién del mis-
mo para poder concluir el efecto que tiene tanto
la hipotermia moderada, como el cultivo en bio-
rreactores WAVE en esta proteina recombinante
producida en células CHO.
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Determinacion del Efecto de la Hipotermia Moderada sobre
el Activador de Plasmindgeno Tisular Producido en Células
CHO cultivadas en biorreactores WAVE
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Introduccion

Se ha demostrado que cultivos de células CHO, los cuales inicialmente
crecen a 37°C, al ser cambiados a una temperatura de 30°C
(hipotermia moderada) durante la fase de crecimiento exponencial,
resulta en un incremento en la produccion de rt-PA (la productividad
especifica incrementa 1.6 veces a comparacion de los cultivos a 37°C),
mientras que el crecimiento celular se reduce significativamente.
Ademas, al realizar un analisis de la respuesta transciptomica de estas
células, se ha descrito que hay fluctuaciones en los transcntos que
codifican las proteinas implicadas en la glicosilacion, por lo cual el
tratamiento con TDS puede estar relacionado con modificaciones en los
patrones de glicosilacion de rt-PA (Bedoya, et al., 2016). El objetivo de
este trabajo fue evaluar el efecto que tiene la hipotermia moderada
sobre la produccion de i-PA usando un modelo de células CHO
cultivadas en biorreactores WAVE, en los cuales es posible controlar
parametros como pH, 02, CO2, temperatura, agitacion y aire, por lo
que el entomo resultante dentro del biorreactor permite que el
crecimiento celular llegue a concentraciones celulares mayores que
otros sistemas de crecimiento como lo son los frascos agitados (Butler,
M., & Meneses A, 2012).

FPara evaluar el efecto de la hipotermia moderada sobre el patron de
glicosilacion del r-PA, se cultivaron e inocularon células CHO
productoras de rt-PA en bolsas WAVE Biormreactor, las células control
se crecieron a 37°C durante 96h, mientras que las células tratadas con
hipotermia moderada crecieron inicialmente a 37°C y posteriormente se
cambio la temperatura a 34°C o 30°C (cultivos bifasicos).

Metodologia
sLinea celular y medio: Se uso la linea celular CHO TF7OR que
expresa la proteina recombinante ii-PA.

*Cultivos Celulares: Las células se incubaron en frascos T de 75 cm2
a 37°C y 5% de CO2. Se inocularon en bolsas WAVE Bioreactor
(Cellbag 2 L, GE Healthcare Life Sciences) 0.3x106 células/mL con una
viabilidad >90% en un volumen final de 500 mL y a 20 rpm. Los cultivos
fueron crecidos a 37°C durante 48 h, los cultivos bifasicos,
posteriormente se cultivaron a 30°C y los cultivos control se dejaron a
37°C, ambos duranie 48 h mas. Se tomaron muestras cada 24 h hasta
las 96 h.

*Concentracion y Viabilidad Celular: Se determiné la cantidad de

células y la viabilidad de las mismas mediante el conteo en camara
Neubauer y azul de tripano.

Conclusiones

Resultados

Los resultados obtenidos mostraron que tanto para las células cultivadas 37°C y
las células en los cultivos bifasicos a 34°C y 30°C, la viabilidad se mantuve en
valores mayores al 90% hasta las 96 h de cultivo. Para el caso de la concentracion
celular, se alcanzaron valores de 2.0x106 células/mL para el cultivo control a
37°C, para el cultivo bifasico a 30°C, 0.85x106 células/mL y para el cultivo bifasico
a 34°C, 32 x106 celulas/iml_ Anteriormente, Bedoya, et al. 2016, se habian
reportado valores de viabilidad del 87% para las células a 37°C y B9% para las
células en los cultivos bifasicos a 30°C. Nuestros resultados reflejan el efecto que
tiene el cambio de temperatura y el cultivo de las células en el biorreactor WAVE,
como lo es el mantenimiento de |a viabilidad celular al 93% para las células
crecidas a 37°C, y al 97% y 94% como para las células en los cultivos bifasicos
(34 y 30°C respectivamente), los cuales son valores mas altos que los
previamente reportados en otros sistemas de cultivo.

Viabilidad Celular

WCelulas Viables/imL

Tiempa (h)

Concentracion Célular

Cc
3T*C

34 °C (B)
4% (A)
30°C (A)

-]

Celules (10° céhulmsiml)

Tiempo (h)

Hasta ahora se puede concluir que el efecto de la hipotermia y el cultivo de células CHO productoras de rt-PA en biorreactores WAVE causa un incremento en la
viabilidad de las células. Debe realizarse la cuantificacion del rt-PA producido en este sistema y la caracterizacion del mismo para poder concluir el efecto que
tiene {anto la hipotermia moderada, como el cultivo en biorreactores WAWVE en esta proteina recombinante producida en células CHO.
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Los hongos micorrizicos arbusculares
(HMA) son microrganismos del suelo alta-
mente valorados en la agricultura debido
a su potencial aplicacién como biofertili-
zantes. Sin embargo, la naturaleza biotré-
fica obligatoria de este grupo de hongos
ha complicado el desarrollo de métodos
de produccién a gran escala que permi-
tan obtener in6culo micorrizico de alta
calidad y libre de contaminantes.
Considerando esto se planteé el comparar
dos sistemas de produccién de inéculo de
HMA en condiciones in vitro, Root Organ
Culture (ROT) y Half-closed Arbuscular
Mycorrhiza-Plant (HAM-P), considerando
produccidn de esporas y propagalos, ven-
tajas y desventajas del proceso. Para esto
se procedid al establecimiento del siste-
ma de cultivo ROC utilizando fragmen-
tos de raices transformadas de Cichorium
intybus clon de raices A4NH y esporas
del HMA Rhizophagus irregularis DAOM
197198. Asi mismo, se realizd el estable-
cimiento del sistema de cultivo HAM-P
utilizando plantas de Medicago truncatu-
la germinadas en condiciones asépticas y
esporas pertenecientes al mismo HMA.

Mencion Honorffica Y

Categoria Posgrado

La produccién maxima obtenida con el
sistema ROT fue de 379 esporas y 530
propagalos estimados en cajas Petri de
90 x 15 mm, mientras que con el sistema
HAM-P la maxima produccion obtenida
fue de 3723 esporas y 6329 propagalos
estimados en cajas Petri de 90 x 15 mm.
Las principales ventajas del sistema ROC
radican en la facilidad de montaje y man-
tenimiento, menor riesgo de contamina-
cion y menor costo, caso contrario alo ob-
servado con el sistema de cultivo HAM-P.
A pesar de la complejidad técnica que
demanda el montaje y mantenimiento
del sistema HAM-P en comparaciéon con
el sistema ROC la producciéon de esporas
y la cantidad de propagalos obtenidos lo
convierten en un sistema de cultivo mas
idoneo para la produccién a gran escala
de in6culo de HMA de alta calidad y libre
de contaminantes.

Pogaic 5, Abec Govager €, Tabek 5, Oscaia A, Greylias G, Vinussa B, Camarena | [2007) A camsplete set of lagellar

Camarena. [1]
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Rhodobacter sphaeroides
S es un alfa-proteobacteria
| que tiene dos sistemas
/ flagelares. El  sistema
- = flagelar 1 (Fla1) se expresa
" de manera constitutiva en las condiciones
=" de cultivo comunmente utilizadas en el
laboratorio, mientras que el segundo sistema (Fla2) sélo se expresa
en mutantes espontaneas que han sido seleccionadas para nadar en
ausencia del flagelo 1 (Poggio et al, 2007). Para una de estas cepas
denominada AM1 se determiné que una mutacion puntual que
generaba el cambio de leucina 391 por fenilalanina (L391F) en el
dominio de fosfotransferencia de CckA conferia la capacidad de
nadar con el sistema flagelar 2 (Vega-Baray et al, 2015).

CckA es una cinasa de histidinas hibrida que forma parte de un
sistema de dos componentes junto con la fosfotransferasa ChpT
y el regulador de respuesta CtrA. En  Rhodobacter  sphaeroides
se demostré que el sistema CckA-CtrA es esencial para la
expresion de los genes flagelares 2 ya que las mutantes AcckA,
AchpT y ActrA son incapaces de nadar con el flagelo 2 (Vega-Baray,
2015).

Con el objetivo de encontrar otros elementos que pudieran participar
en la regulacion del sistema flagelar 2 se procedié a secuenciar el
genoma de la cepa FliF1121 (Fla1-,Fla2+) que no presenté mutacion
en el gen de cckA. Al analizar la secuencia genomica se encontrd que
tenia mutaciones puntuales en los marcos de lectura: RSP_3402,
RSP_1528 (prrA) y RSP_0869 (osp). Las mutaciones observadas en
cada uno de los genes se muestran en la tabla 1. Osp presenta
homologia con el dominio receptor del grupo fosforilo de los
reguladores de respuesta por lo que decidimos explorar su
participacion en la regulacion del sistema Fla2.

Dominios relevantes
Marco de lectura | Mutacidn de la proteina

RSP_3402 V4T2A GGDEF-EAL

RSP_OB69 (osp ) [ IEL]] REC Regulador de fotosintesis
RSP_1528 ( prrA | IR'FEC REC-HTH Regulador transcripcional
(anaerobiosis/aerobiosis)

Hipotesis: El marco de lectura RSP_0869 (osp) participa en la
regulacion de los genes flagelares 2 de Rhodobacter sphaeroides.

Desconocida

Resultados: El nado con el flagelo 2 en la cepa FliF1121 es
dependiente de CckA

La cepa FliF1121AcckA es incapaz de nadar, lo cual indica que el
sistema de dos componentes CckA-ChpT-CtrA es indispensable para
el nado con el flagelo 2 en esta cepa (figura 1).

Figura 1. Nado de las mutantes
FliF1121 y FIiF1121AcckA. La cepa
AM1 y AM1AcckA fueron usadas como
controles positivo y negativo de nado.

Jn nuevo regulador del sistema de dos
componentes CckA-ChpT-CtrA

Benjamin Vega-Baray[1], Clelia Domenzain[1], Aurora Osorio[1], Sebastian Poggio[1], Georges Dreyfus[2] y Laura

[1] Instituto de Investigaciones Biomédicas. [2] Instituto de Fisiologia Celular. UNAM. Cd. Universitaria, México D.F.

La pérdida de funcién de osp es suficiente para generar un
fenotipo fla2+

Al interrumpir el gen osp con el gen de resistencia a higromicina la
cepa fue capaz de expresar el flagelo 2 adn sin ser seleccionada
(figura 2), lo que sugiere que OSP actua como un regulador
negativo de la via de CckA-ChpT-CtrA.

Figura 2. Nado de la cepa mutante
SP20Aosp. Las células fueron inoculadas
|| en una caja de agar al 0.21% con medio
| minimo de sistrom/Cas en anaerobiosis e
incubadas a 30°C durante 60h.

La expresion de osp reduce la expresion de mcpB gen
regulado por CtrA.

La expresion en trans de osp en el plasmido pRK415 disminuyd
los niveles de expresion de mcpB asi como el diametro del
halo de nado en la cepa AM1, lo que sugiere que Osp interfiere
con la fosforilacion de CtrA probablemente a nivel de la cinasa
hibrida CckA.

- ' Figura 3. Actividad
o transcripcional de mcpB en
. la cepa AM1/pRK_osp y en

s la cepa AM1 con el vector
vacio. Se cuantificdo la
actividad de la beta
glucoronidasa expresada bajo
el promotor de mcpB.

pMolas Mu min-1mg-1

I

_Vaio _gap

Osp interacciona con CckA

Ensayo de doble hibrido con BD-CckA y AD-Osp se observa el
crecimiento de la cepa en ausencia de histidina (H) y adenina(A) lo
cual demuestra una fuerte interaccion entre ambas proteinas.

pBD/pAD — H o HA
Lam/Ant T | = &L -
CckA/Osp | 0 @@8 s 088

Conclusiones:
El cambio de H115D en Osp es el responsable de conferir la
capacidad de nado con el flagelo 2 en la cepa FliF1121.

La ausencia de Osp es suficiente para generar un fenotipo Fla2+ en
las cepa SP20 por lo que Osp es un regulador negativo del flagelo 2.

Osp regula negativamente la actividad del sistema de dos
componentes CckA-ChpT-CtrA.

Osp interacciona con CckA.
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Caracterizacion de FIgP. un nuevo componente requerido
para el ensamblaje flagelar de Rhodobacter sphaeroides

Caleb Pérez
Aurora Osorio
Clelia Domenzain
Sebastian Poggio
Georges Dreyfus*
Laura Camarena

Biologia Molecular, Instituto de Investigaciones Biomedicas.
UNAM

* Depto. Genética Molecular. Instituto de Fisiologia Celular. UNAM
*email: calebgpvz@gmail.com

Rhodobacter sphaeroides es una alfa-pro-
teobacteria que tiene dos grupos de ge-
nes flagelares: Fla1y Fla2. El grupo de ge-
nes flagelares Flal es filogenéticamente
cercano a los genes flagelares de una ga-
ma-proteobacteria.

De este modo, R. spaheroides, contiene
elementos requeridos para ensamblar un
flagelo similar al de E. coli o al de Salmo-
nella sp. Sin embargo, varios marcos de
lectura abiertos de funciéon desconocida
son localizados dentro del grupo de ge-
nes flagelares 1 de R. sphaeroides. Uno de
estos marcos de lectura codifica para una
lipoproteina hipotética de 177 residuos.
Hemos determinado que este polipépti-
do es similar a la proteina flagelar FIgP de
C. jejuni y V. cholerae. En ambas especies,
se ha demostrado que la deleciéon del
gen flgP afecta la motilidad del flagelo sin
tener un efecto sobre el ensamblaje del
mismo. Ademas, se ha propuesto la lo-
calizacion de la proteina FIgP en la parte
estructural del flagelo, y en el caso de V.
cholerae, con una distribucion en la mem-
brana externa.

En R. sphaeroides, la delecion del gen figP
resulto en una cepa incapaz de nadar.
Ademas, mediante ensayos de microsco-
pia y fluorescencia, determinamos que
la incapacidad de nado de la cepa AFIgP,
es consecuencia de la incapacidad de en-
samblar las estructuras del gancho y del
filamento. De acuerdo con nuestros re-
sultados, proponemos a la proteina FlgP
de R. sphaeroides como un componente
flagelar requerido para permitir el ensam-
blaje de los componentes extracelulares
de gancho-filamento.

CARACTERIZACION DE FigP, UNA NUEVO COMPONENTE REQUERIDO
PARA EL ENSAMBLAJE DEL FLAGELO DE D
Rhodobacter sphaeroides.

CIENCIA
anmS

Caleb Pérez, Aurora Osorio, Clelia Domenzain, Sebastian Poggio, Georges Dreyfus*, Laura Camarena

Instituto de Investigaciones Biomedicas.*Depto de Genética Molecular. Instituto de Fisiologia Celular. UNAM

INTRODUCCION.

R. sphaeroides tiene un grupo de genes requeridos para expresar un
flagelo similar al de E. coli. y Salmonella. Sin embargo, dentro de este
grupo de genes, existen marcos de lectura de funcién desconocida.
Uno de estos marcos de lectura se encuentra anotado en el genoma de
R. sphaeroides como RSP_0035 y predice codificar una lipoproteina de
177 aa. Andlisis in silico sugieren que RSP_0035 es un homdlogo del
gen flgP de Vibrio y Campylobacter; en estas bacterias FlgP es un
elemento importante para la rotacién del flagelo. Dado que en R.
sphaeroides han sido descubiertas nuevas proteinas importantes para
la formacion y también para la rotacion del flagelo, nos planteamos el
estudiar el papel de flgP en R. sphaeroides.

OBJETIVO
Caracterizar la funcion de FigP en la formacién y/o rotacién del flagelo
de R. sphaeroides.

RESULTADOS Y DISCUSION
ni BiGam T A
et o | o | oot b ot e e

1

Figura 1. a) Grupo de genes flagelares | de R. sphaeroides. b) alineamiento de
la secuencia de amino acidos de RSP_0035 y FlgP de V. cholerae y C. jejuni.

u D c
Figura 2. Mediante inoculos de las cepa mutante (a) WSBAflgP en cajas de
agar (0.22%) suave; determinamos la importancia del gen figP para
desarrollar un halo de nado similar al de la cepa silvestre (b)WS8.

Para corroborar el resultado, expresamos el alelo silvestre flgP en la cepa
WSBAflgP, a partir del pldsmido pRK415. La cepa resultante, WSBAflgP-

pRKflgP (c), recobré la capacidad de nadar. Los resultados muestran la
importancia de FIgP para desarrollar un nado similar al de |a cepa silvestre.

Memorias 2017
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Figura 3. Para discernir si la incapacidad de nado de la cepa WS8AfIgP fue debido a la
incapacidad para rotar el flagelo, o a la incapacidad para ensamblarlo, las células
silvestres y AflgP fueron tefiidas con DAPI. Las muestras fueron observadas en el
microscopio de fluorescencia. (a) Filamentos de la cepa silvestre. (b) Ausencia de las
estructuras del filamento en la cepa A flgP. (c) Se evalud mediante Western blot la
presencia de la proteina del filamento (FliC) en un extracto total, y se observé que en
|la cepa WS8AfIgP, |a sefial de FIiC fue menor que la silvestre.

Figura 4. Se realizaron ensayos de inmunofluorescencia contra la proteina del gancho
(FIgE) en diferentes cepas, y se observaron al microscopio; (a) Focos de fluorescencia
representativos de la presencia del gancho en la cepa silvestre. (b) Ausencia de gancho
en la cepa WSBAfIgP v (c) cepa R.s & flgE que no expresa a la proteina del gancho. (d)
deteccion de la proteina FIgE en las diferentes cepas.

a & b
\‘:“‘\ Qa} qé}
Wooss (oo |
e T % ges~ m
#* HissFlgP 20.3 kDa 80 Leu T 50 4 Lewi-Tp 50-Ade - HaLeu Trp

FigT His6 40 kDa

Anilla H
(FigT)

Figura 5. Interaccidn de FlgP con otros componentes flagelares. Evaluamos la
interaccion de FlgP con la proteina del anillo H, denominada FlgT; mediante ensayos
de pull down (a) y doble hibrido con levaduras (b). El resultado de estos ensayos
sugirid una interaccion positiva entre las dos proteinas. Con lo cual proponemos un
modelo donde ubicamos a FlgP interactuando con la estructura del anillo H (c).

CONCLUSION.

La proteina FlgP es importante para permitir el ensamblaje de las estructuras del
gancho y filamento. Ademas, es capaz de interactuar con la proteina FIgT, una
proteina que da soporte estructural al flagelo. Suponemos que FlgP podria formar
por ella misma o con otros componentes una estructura en la membrana externa.

Biologia Molecular y Biotecnologia
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Trypanosoma cruzi is the etiologic agent
of Chagas disease. From a basic biologi-
cal point of view this organism is an inte-
resting model due to its atypical cellular
structures and mechanisms of gene ex-
pression. RPA31 is a subunit of RNA poly-
merase | complex in trypanosomes. This
protein has been shown to be essential
for cellular growth in the African species
of trypanosomes, Trypanosoma brucei.
Moreover, orthologous for this protein
have not been found in other groups of
organisms other than members of the fa-
mily Trypanosomatidae. In this work we
have analyzed the expression of fused
versions of the orthologous gene TcRPA31
with EGFP.

As expected for a subunit of Pol |, epimas-
tigotes from transgenic cultures showed
a fluorescent signal within the nucleolus
of exponentially growing cultures, whe-
reas in the stationary phase, which inclu-
des epimastigotes and metacyclic trypo-
mastigotes, the fluorescence is dispersed
as patches in the nucleoplasm.

With an in silico analysis we were able to
identify a potential nuclear localization
signal (NLS) of the bipartite type towards
the carboxyl terminus of the protein. This
NLS was validated with different deleted
versions, proving their ability to direct the
fluorescent marker to the nucleous. Nu-
clear targeting of the tagged version of
TcRPA31 was impaired with Ivermectin,
suggesting that this proteinis transported
via the importin a- importin B pathway.

We conclude that TcRPA31 is an appro-
priate nucleolar marker, suitable to ad-
dress the cellular machinery for nuclear
import of proteins in trypanosomes.
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and metacyclogenesis, and characterization of its nuclear localization signal. @i
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ABSTRACT

Trypanosoma cruzi is the etiologic agent of Chagas disease. From a basic biological point of view this organism is an interesting model due to its atypical cellular
structures and mechanisms of gene expression. RPA31 is a subunit of RNA polymerase | complex in trypanosomes. This protein has been shown to be essential
for cellular growth in the African species of trypanosomes, Trypanosoma brucei. Moreover, orthologous for this protein have not been found in other groups of
organisms other than members of the family Trypanosomatidae. In this work we have analyzed the expression of fused versions of the orthologous gene TcRPA31
with EGFP. As expected for a subunit of Pol |, epimastigotes from transgenic cultures showed a fluorescent signal within the nucleolus of exponentially growing
cultures, whereas in the stationary phase, which includes epimastigotes and metacyclic trypomastigotes, the fluorescence is dispersed as patches in the
nucleoplasm. With an in silico analysis we were able to identify a potential nuclear localization signal (NLS) of the bipartite type towards the carboxyl terminus of
the protein. This NLS was validated with different deleted versions, proving their ability to direct the fluorescent marker to the nucleous. Nuclear targeting of the

tagged version of TcRPA31 was impaired with Ivermectin, suggesting that this protein is transported via the importin a- importin § pathway. We conclude that
TcRPA31 is an appropriate nucleolar marker, suitable to address the cellular machinery for nuclear import of proteins in trypanosomes.
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OBJECTIVE

To evaluate the subcellular distribution of TcRPA31, as well as
to characterize its nuclear localization signal and to know if it is
imported by the import « / import j pathway.

Nuclear expression of EGFP-tagged T. cruzi RPA31
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TeRPAI1-EGFP genes were expressed as a fusion protemn i stably translormed T, crusl
cultures. Representative images from exponentially growing epimastigoles (A and B).
epimastigotes at stabonary phase (C and D), and metecyckc trypomastigotes (E and F)

In the: nuclear ion can be noted. Muckeus and kinetoplastid
organelles are indicated as n and k. respectively,

Sequence conservation in potential NLS from trypanosomatids

[ RPA31 . I:ij

Element A E nt 8
Alingar schematic representation uf RPAZ1 is presented on top as indicated. Tnu region marked as colored boxes denole the
position of potential elements zan:ﬂs.ﬂg a classical NLS of the bipartite type. Their cesngnm ion as A and B ig arbitrary. The
sequences of Ine marked region esented in the lower segrent, their 1D rumbers eofrespand to these exsting in
TritrypD8. Trypanosoma cruar TcRP.ﬂal 5 (Esmeralcéo haplotype), TeCLB.510311.110, IcRPAB‘ P (Non-Esmeralda
hapiatype), TeCLE.508153.1140; Trypanocsoma ranget: TranRPA31, TRSCS6_02635. Trypanceoma grays. TgraRPA31,
DQ04_00041120; Leishmania, donovan. LARPA31, LABPK_030580.1; Levshmavmia infnfum: LinRPA31, Lind 03.0560;
Letshmansa major: LmRPA3N, LmF.02.0580; Laishmania mexicana: LmxRPAZY, LmaM .03 0580 Leishmania braziliensis
LbrRPA31, LbiM 03.0480; Trypanosoma brucet TORPA31, Th827.10.3540
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Ivermectin inhibits the nuclear localization of TcRPA31-EGFP.
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The parameter w, specifies the Boolean response of the
node o its inputs, and is defined by replacing AND, OR
and NOT Boolean operators by Fuzzy Logic
counterparts min, max and 1 — x

_ APPROACH .
Dynamic regulatory networks are used %‘EA;;?)BLEM’ P
to describe the temporal behavior of mo- ' L e ot e e e

preserving some key dynamical characteristics

lecular circuits of cells. Since regulatory RN s ST S el without the need of kinetic parameters.
networks are complex structures, it is a
convenient strategy to start the modeling

. . . Continuous Example Circuit
of these networks using relatively simple it WL T
approaches such as Boolean Regulatory jp “-;'wf fo extend )
yoolean o i

Networks (BRN), where nodes can have COntinios systems) £ Boolean Network
only ON/OFF values. Although this for-

: CONCLUSIONS
malism has been shown to be extremely
useful, it is not suitable for modeling mo- ESUlne
lecular gradients. To overcome this limi-
tation, continuous interpolation can be Atthe present ime, SQUAD S ool 5 Sacor up the

. formalism has been implemented as fi

used to extend Boolean to continuous 2 e wism
systems while preserving some key dy- nogels dened using BGNetR
namical characteristics without the need -%235“;"‘?;”&;_5@[93, parameters, and

. . . I}? arming SH’T‘IUB_[OI'IS.
of kinetic parameters. Here, we describe - Ciitiots et dons AtaTmns
the implementation Of SQUAD R Package - Perform efficient search of steady

PERSPECTIVES

to automatically interpolate BRNs to con-
tinuous models. This tool can be used to
define and simulate the dynamics of re-

We are currently comparing the performance
with related software like JIMENA and odefy.

earep YRAIRITC S

gulatory networks under wild type and At NG 1o S Godatc e and Tetovances
mutant backgrounds, as well as simulate
the Eﬁect Of pe rtu rbations. Carlos R _ie’nt from Programa de Doctorado en Ciencias Biomédicas, Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM), and received
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Las glucosa cinasas (Glks) son enzimas
que se encargan de fosforilar la gluco-
sa en la primera reaccién de la via Emb-
den-Meyerhof-Parnas (EMP) mejor cono-
cida como glucdlisis. Para llevar a cabo
su funcién dentro de la glucdlisis, las Glks
pueden emplear ATP, ADP o polifosfato
como donadores de fosfato. Se ha repor-
tado que la Glk dependiente de ATP (ATP-
Glk) en Streptomyces coelicolor tiene una
funcion global regulatoria en el fenéme-
no de represion catabdlica por carbono
que resulta independiente de su funcion
cinasa en la glucdlisis, ya que también re-
gula el consumo de fuentes de carbono
que no se metabolizan a través de dicha
via metabdlica. Sin embargo, ain no se ha
esclarecido la forma ni el mecanismo en
como lleva a cabo esta funcion.
Recientemente se reporté que dicho mi-
croorganismo también expresa una Glk
dependiente de polifosfato (PP-GIk). Sin
embargo, Ruizy cols. en el 2014 encontra-
ron que la actividad de dicha enzima es
muy baja en comparacién con la activi-
dad de la ATP-Glk.

Hasta la fecha, no existe ningun trabajo
que haya evaluado el posible papel bio-
l6gico de la PP-Glk en S. coelicolor, siendo
que en otros estreptomicetos se ha repor-
tado que cada tipo de Glk puede desem-
penar un papel bioldgico. Por ello, se de-
cidi6 evaluar el papel de la Pp-Glk sobre
el metabolismo primario y secundario de
una cepa mutante de S. coelicolor que ca-
rece de ATP-GIk. Se utilizé la PP-Glk de S.
peuceius var. caesius que se ha reportado
presenta una alta actividad enzimatica. Se
encontré que la Pp-Glk permite metaboli-
zar eficientemente la glucosa logrando el
mismo crecimiento que la cepa silvestre
M145 de S. coelicolor.

También se determiné que la PP-Glk ayu-
da aregular negativamente la produccion
de antibioticos (undecilprodigiosina y ac-
tinorrodina) en presencia de glucosa, del
mismo modo que lo hace la ATP-Glk en
la cepa silvestre M145. Por ultimo, se de-
terminé que la Pp-Glk no participa en la
regulacién catabdlica por glucosa, a dife-
rencia de la ATP-Glk que tiene una funcién
Unica para el funcionamiento adecuado
de dicho mecanismo.

Memorias 2017

“Evaluacion de la expresion de una glucosa cinasa dependiente de polifosfato
BIOMEDICAS en el metabolismo de Streptomyces coelicolor”
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Autdnoma de México. Tercer Circuito Exterior s/n. Ciudad Universitaria, C.P. 04510. Coyoacan, Cd. de México.

Resumen

Se evalué el efecto generado sobre el metabolismo primario y secundario de S. coelicolor al expresar una glucosa cinasa
dependiente de polifosfato. Se encontré que la expresion de dicha glucosa cinasa restablece la tasa de crecimiento y la
produccién de antibidticos (actinorrodina y undecilprodigiosina) a los niveles de la cepa silvestre M145. Sin embargo, no
es capaz de restablecer |a sensibilidad de la agarasa a represion catabdlica por carbono.

Introduccion
Las glucosa cinasas (Glk’s) son enzimas que se encargan de

fosforilar la glucosa en el primer paso de la glucolisis. Dichas 107 e | Mi145
enzimas utilizan como donadores de grupo fosfato el ATP, ADP o %‘E 8- Bl AATPGk
el Polifosfato. Streptomyces coelicolor presenta una glucosa ;.:g B mM1740
cinasa dependiente de ATP (ATP-Glk) y otra dependiente de ":’E i -

polifosfato (Pp-Glk). B g— Al

La ATP-Glk es la que presenta la mayor actividad y ha sido gE

ampliamente estudiada por su participacion en el mecanismo de E &

represion catabdlica por carbono. Por el contrario, la Pp-Glk 04

presenta una actividad muy baja y es incapaz de restablecer el 72 96 144

metabolismo de la glucosa en ausencia de la ATP-Glk. Debido a la Tiempo (h)

falta de estudios sobre el papel de la Pp-Glk en el metabolismo Produccién especifica de Actinorrodina (parte inferior) y

de S. coelicolor. undecilprodigiosina (parte superior) de las cepas en medio

Objetivo: Evaluar el efecto sobre el metabolismo de S. coelicolor NMMP con-almidan {1%) v glucosa 200:mb.

al expresar una glucosa cinasa dependiente de polifosfato. ¢) Sensibilidad de la agarasa a represién catabélica

Metodologia

Amplificacion del gen

ppglk de S.peucelius
var, casesius

Resultados
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-& AATPGI

el Conclusién

La expresidon de la Pp-Glk restablece en la cepa M1740
los niveles de crecimiento y de produccién de
actinorrodina y undecilprodigiosina a los de la cepa
silvestre  M145. Sin embargo, no restablece Ila
sensibilidad de |a agarasa a represion catabdlica.
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Tiel h
Crecimiento de las cepas en medio NMMP co%?r&izién (1%) y
glucosa 100 mM durante 6 dias de incubacion

b) Produccién especifica de ACT y RED
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Mrosm:fl lIA es una proteina blanco en i . INSTITUTO DE INVESTIGACIONES
células de cancer de mama

I BIOMEDICAS

Eduardo Cruz & Angeles C. Tecalco-Cruz*
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Programa de Investigacion de Cancer de Mama.
Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM

La induccién de la expresion del gen I5G715 habia sido reportada exclusivamente por interferones tipo |. Mo obstante, recientemente en nuestro laboratorio se ha
identificado que ISG15 es también modulado por el estimulo del interferdn gamma. Este gen codifica para una proteina de 15 kDa, la cual contiene dos dominios
parecidos a la ubiquitina. La proteina I1SG15 se enlaza convalentemente a diversas proteinas mediante un proceso denominado 15Gllacién, pero cuando no se encuentra
unida a proteinas se conoce como 15G15 libre. En nuestro laboratorio hemos observado que la expresion y la abundancia de 15G15 libre y la I1SGilacion son dependientes
del tipo celular (Tecalco-Cruz & Mejia Barreto, 2017), y al parecer también de la condicion normal o transformada y en particular en cancer de mama ISG15 es
sobreexpresado. Las funciones de la ISGilacion no son completamente claras, y aunque algunas proteinas se han propuesto como proteinas modificadas por 1SGilacidn,
no todas ellas han sido validadas, ni ha sido demostrada su relevancia biologica.

Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM
Instituto de Figio\ogfg Celular | Ubiquitina --mql VKt 1t6Rt AT 1EVepSdTdenvikAkIqdketi ppdQqrLif - -a6RqLEDgrtLEDYniqkeSTINVERL -GG ------- -
) . = . ISG15_carboxilo --1sTIVrnnkGRssTyEVr1tqTVahEKo@vsgleGWadd] ful tF - - eGKpLEDG L PLREYGEKB1STVFmnLR1rGGg tepggrs
email. atecalco@iibiomedicas.unam.mx 1SG15_aming sewd]ltVkmlaGnefqys 1 simsVsELKAQTtqK 16VhafQarLavhpsGyalaDrvPLAsqBLePeSTV vvdkedep- - -- - - -
Comparacion entre ubiquitina e 15G15, |SG15 tiene dos dominios que no comparten una identidadde [ wdl
| aminoacidos alta con la ubiquitina, pere que estructuralmente son muy semejantes. e bl T
.\._ -
Hipétesis. La identificacion de porteinas que son modificadas por medio de I5Gilacion o que interactian con I5G15 podria ayudar a entender la relevancia biologica de
ISG15 en celulas de cancer de mama.

Objetivos. Identificar y caracterizar a las proteinas asociadas a I1SG15 y/o modificadas por ISGilacion.
Metodologia. Para la identificacion de las proteinas |5Giladas se usaron las células de cancer de mama MDA-MB231, las cuales cuentan con caracteristicas

mesenquimales. Los extractos totales de estas células fueron inmunoprecipitados usando un anticuerpo especifico monoclonal para 15G15, y después las proteinas
fueron separadas por medio de electroforesis SDS-PAGE seguida de tincidn con azul de Coomassie. Una de las bandas visibles fue analizada por espectrometria de masas.

El gen ISG15 codifica para una proteina
parecida a la ubiquitina de 15 kDa, la cual
se ha detectado en dos formas: 1) unida
covalentemente a ciertas proteinasy 2) no

Para la identificacién de las proteinas IS-
Giladas se usaron células de cancer de
mama MDA-MB-231, las cuales cuentan
con caracteristicas mesenquimales. Los

7 a) b)

Posteriormente se realizaron ensayos de inmunofluorescencia, co-inmunoprecipitacion y analisis bioinformaticos.

"\ Figura 1. Identificacién de Miosina IIA
| como posible blanco de ISGilacion. a) En
las células de la linea MDA-MB-231 se
observa que tiene basalmente altos
niveles de I5Gilacion, la cual se ve

- 15h 19h 25h IFNy

-!l-

1SGilacion enriquecida con el estimulo del IFN Y. b)
. . , . , Por medio de una ipmunoprecipitacion
conjugada, denominandose ISG15 libre. extractos totales de estas células fueron l contr 15613, segid de electoforests
.7 s . o e . _ - 18G5 libre i 83
La unién covalente de ISG15 a las protei- inmunoprecipitados usando un anticuer- gt ok s
. . . s , = ubuling élul terl t li
nas constituye una modificacién postra- po especifico monoclonal para ISG15 vy B | Tubuina _. ;gri;;;:ﬁgnl‘;;;;;;?:;%fg;glT'm"
. . . 7 ’ resuittado de la espec Irorne ra revelo
duccional poco conocida llamada ISGila-  después las proteinas fueron separadas que esa banda es Miosina 1A no muscular
cion. Las funciones de la I1SGilacién no son por medio de electroforesis SDS-PAGE se-

completamente claras, y aunque algunas
proteinas se han propuesto como protei-
nas modificadas por ISGilacién, no todas
ellas han sido validadas, ni ha sido demos-
trada su relevancia biolégica. En nuestro

guida de tincion con azul de Coomassie.
Una de las bandas visibles fue analizada
por espectrometria de masas. Los resul-
tados revelaron que la Miosina IIA es una
proteina putativa modificada por ISGila-

interaccion Miosina IlA-I5G15. a) El
ensayo de inmunofluorescencia reveld
que la Miosina IlA no muscular se
encuentra principalmente en el

ci

presente tanto en el nicleo como en el

ci
in

realizd una co-inmunoprecipitacion
contra ISG15 y una inmunodeteccion

MyollA ISG15 DAL MERGE

Pe 232
- -
WH o MyallA

MyullA

toplasma, mientras que ISG15 esta

toplasma. B) Para comprobar la
teraccion entre estas dos proteinas, se |

contra Miosina IlA no muscular.

Figura 2. Confirmaci6n de la / a) b)

/':a)-

laboratorio hemos observado que la ex- cion. Esta interacciéon fue confirmada por ; b)
.7 . . . . o . .7 |
presidny la abundancia de ISG15 librey la medio de co-inmunoprecipitacién. P Y, e e T
. .7 . . _— Analisis de la expresion de EGFP-Miosina IIA y HA-
ISGilacion son dependientes del tipo ce- ISGilaitn - A ISG15 en células AD293. b)Analss bioinformatico de
. - . e L (- WBaISG1S T e s probables reskios e MO R
lular, y al parecer también de la condicién Mediante analisis bioinformaticos se han : -
normal o transformada. En particular, en identificado los posibles sitios que po- =" .
células de cancer de mama, la expresién  drian ser ISGilados. Todos los resultados woanon [ 5 F
de ISG15 es mas alta que en condiciones indican que ISG15 se une a la proteina el  Eaee
normales. De esta manera, consideramos Miosina IIA en las células de cancer de ' Referencias
que la identificaciéon de proteinas modi- mama, y podria tener impacto en los pro- Conclusiones Rl C R sara e LT

ficadas por ISGilacién o que interactuen
con ISG15 podrian contribuir a entender
la relevancia biélogica de ISG15 en células
de cancer de mama.

cesos de migracién celular, donde Miosi-
na llA participa.

Regulation of Free 15615 Levels and 15Gylation. Journal of Cell
Communication and Signaling, DOI:10.1007 /s12079-017-0385-7.

1SG15 se une a la Miosina IlA no muscular en las células de cancer de mama MDA-MB-231

donde podria tener impacto en la migracion celular Este trabajo fue apoyado por la DGAPA/UNAM (PAPIIT-1A200916)
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El sistema plasmindgeno-plasmina, fisiol6gi-
camente participa en la degradacion de los
coagulos de fibrina durante la hemostasia.
Sin embargo, también participa en el proce-
so de remodelacion tisular a nivel endotelial.
Se ha reportado que diferentes microorga-
nismos patdgenos utilizan a la enzima plas-
mina como mecanismo de invasion tisular.
En pacientes con Dengue Severo (DS), se
presentan niveles elevados del activador del
plasminégeno 6 tPA, lo que favorece un in-
cremento de plasmina en el plasma. En nues-
tro grupo, encontramos que el virus dengue
(DENV), favorece la activacién del zimoégeno
a la enzima activa plasmina, presente en los
casos de Sindrome de Choque por dengue,
en donde existe dano al endotelio vascular.

Evaluar si la plasmina generada por interac-
cion con el DENV participa en la pérdida de
barrera del endotelio vascular como fenéme-
no importante en la vasculopatia por den-
gue.

Amplificacion, purificacion y titulaciéon DENV
en células LLCMK2. Activacién de plasminé-
geno por interaccion con DENV por ensayo
cromogeénico.

Evaluar la posible degradacién de uniones
adherentes por plasmina mediante wes-
tern-blot. Evaluar tanto por inmunohistoqui-
mica el efecto de la plasmina en las uniones
intercelulares, como en un modelo fisiolégi-
co en sistema transwell, utilizando células de
microvasculatura endotelial humana.

Se amplificé el DENV, obteniendo un titulo
de 1.12 x106 UFP/mL. Determinamos la con-
centracion 6ptima viral en la activacion del
plasminégeno = 1x105.

Llevamos a cabo una cinética de tiempo para
evaluar el efecto citopatico de la enzima
por Inmunohistoquimica (24 y 48 horas), asi
como una cinética en tranaswell para evaluar
el efecto de la plasmina en la permeabilidad
del endotelio vascular.

La enzima plasmina participa en la degrada-
cion de moléculas de adhesién celular, favo-
reciendo un incremento en la permeabilidad
endotelial, la cual se manifiesta en los casos
de Sindrome de Choque por Dengue.

Memorias 2017

DENGUE SEVERO: PARTICIPACION DEL SISTEMA
| PLASMINOGENO PLASMINA EN EL DANO AL ENDOTELIO
VASCULAR

Frayde-Gomez H1, Monroy-Martinez V3, Quiroz Elizabeth?,
Rodriguez-Murcia AC!, Martinez Pedro Pablo?!, Ruiz-Ordaz BH!

! Departamento de Biologia Molecular y Biotecnologia, Instituto de Investigaciones Biomédicas,

INTRODUCCION

El sistema plasmindgeno (Plg)-plasmina (Plm), fisiologicamente participa en la
degradacién de los codgulos de fibrina durante la hemostasia. 5in embargo, también
participa en el proceso de remodelacién tisular a nivel endotelial. Se ha reportado que
diferentes microorganismos patdgenos utilizan a la enzima Plm como mecanismo de
invasion tisular (1). En pacientes con Dengue Severo (DS), se presentan niveles
elevados del activador del plasmindgeno @ tPA, lo que favorece un incremento de Plm
en el plasma(2). En nuestro grupo, encontramos que el virus dengue (DV), favorece la
activacién del zimégeno a la enzima activa, presente en los casos de Sindrome de
Choque por dengue, en donde existe dafio al endotelio vascular(3).

OBJETIVO
Evaluar si la plasmina generada por interaccion con el DENV participa en |a pérdida de

barrera del endotelio vascular como fendmeno importante en la vasculopatia por
dengue.

METODOLOGIA

RESULTADOS

Amplificacion, purificacion y titulacion
La amplificacion viral se hizo en la linea celular LLC-MK2, se cosecho, purifico y tituld
obteniendo un titulo final de 1,12 x 10° ufp/mL.

Activacion del plasmindgeno por DV

Para determinar el titulo viral optimo para la activacion del plasmindgeno, se hicieron
cinéticas de activacion del Plg, con diferentes titulos del DENV 1 x 10%, 1 x 104, 1x10° y
1x 10% Utilizando estreptogquinasa (SK) como control positivo. Determinando que el
titulo viral aptimo para la activacién del plasmindgeno fue de 1x10°

Cinética de activacion del Pllg por interaccian con el virus a diferentes titulos virales

Evaluacién del efecto de la plasmina sobre uniones Intercelulares
Evaluamos que efecto tiene la plasmina activa en las uniones intercelulares,

UNAM

generada con 5K y comparando con el efecto del virus a diferentes MOI (1 y 3). En
donde pudimos observar que la Plm favorece el proceso de perdida de barrera,

24 horas 48 horas

Sin Estimulo

oW MO 1

DV MO 3

PLM 5K

PLM DV

Evaluacidn del efecto de la plasmina sobre las uniones adherentes por inmunohistoguimica
a 24y 48 horas,

Evaluacién del efecto de la plasmina en la per
transwell

Para confirmar el efecto observado en el ensayo anterior, mediante sistema transwell
evaluamos la permeabilidad endotelial. Utilizamos las mismas condiciones de la
inmunochistoguimica, teniendo a SK como nuestro contral positivo, y comparandolo
con el efecto del virus a diferentes MOI (1 y 3). Concluido el tiempo el estimulo fue
retirado, y para evaluar el porcentaje de permeabilidad utilizamos FITC-Dextran, Lo
que observamos, es el que la plasmina favorece el proceso de perdida de barrera,

efecto que se observo a las 48 horas,

nill

Evaluacién del efecto de la plasmina sobre 1a barrera endotelial en sistema transwell a las 24
v 48 horas.

CONCLUSION

La enzima plasmina participa en la degradacion de moléculas de adhesidn celular,
favoreciendo un incremento en la permeabilidad endotelial, la cual se manifiesta en

los casos de Sindrome de Choque por Dengue.
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Suministrar oxigeno en cultivos sumer-
gidos aerobios, es uno de los principa-
les retos de la bioingenieria, siendo mas
complejo cuando se presentan reologias
complejas y crecimiento miceliar, como
es el caso de S. lividans (1). Previamente,
se habia reportado que el diseno de ma-
traz (matraz Erlenmeyer Convencional
-MC-, Bafleado -MB- y con Resorte de
acero —MR-) afecta el grado de O-mano-
silacion de la glicoproteina APA (antigeno
de 45/47 kDa), nativa de Mycobacterium
tuberculosis, la cual es candidata para la
generacion de una nueva vacuna o kit
diagnostico para tuberculosis (2).

En MC, se observaron hasta dos manosas
unidas al peptido del C-terminal, en con-
traste, en MB y MR se encontaron hasta
cinco manosas.

Para deteminar si esto era efecto de la
transferencia de oxigeno (VTO), se midié
utilizando el equipo RAMOQOS, (3).

MC alcanzé como maximo 1.5 mmol/l h,
mientras que MB y MR se alcanzaron al-
rededor de 10 mmol/I h al final de la fase
exponencial de crecimiento.

Para analizar por separado los efectos hi-
drodindmicos de los de aireacion, el pro-
ceso se escalo a biorreactor y se disend
un equipo especifico para el control en
linea de la VTO. Se realizaron cultivos a
1.5 mmol/l h, 9.5 mmol/l h'y 19.0 mmol/I
h. Los resultados encontrados confirman
lo previamente encontrado en matraces,
en los cultivos a 1.5 mmol/lh, se encon-
traron de 0 a 2 manosas, y en 9.5y 19.0
mmol/lh, de 4 a 5 manosas unidos al pep-
tido del C-terminal (obtenido por corte
proteolitico). Estos resultados, confirman
que las condiciones de disponibilidad de
oxigeno, afectan la O-manosilacién en S.
lividans (independiente de la escala de
cultivo usada).
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Cultivo en matraces Medicion de VTO
online con el equipo
RAMOS (Aachen,

Alemania) @
= s

Metodologia

Muestras para:

| Biomasa: Pesa seco
Prateina: SDS-PAGE
Digestion: Lys-C

O-manosilacion: MALDI-TOF E

Andlisis de O.manosilacidn par

150 rpm, 30°C, medio LB

34% sacarosa 300 rpm, 30°C, medio LB 34 % sacarosa  Control de VTO online MALDI-TOF
v
(@] RAMOS VTO-UBP
b S
(e il o <
= ] g 106.58*%0,
— L u| I e |#ga-00280%0; |
= 7% B T %0, +465 ¢
m {.-’_5 o | 3 ) -
< O e 1 | | S——,
o S e
= T  Mamsaing Prase [ i 0 3 40 50 80
S [ Cabratios W Thempa (h]
. 7 . e ¥=0.1728x+0.2693
E H Time of Farmemation b 5 N B o]
£
VTO = k,a(C*-C,) ——— A
L o B Funci i de los i para medicién y control
bt de la VTO h e = » - n
Cinéticas de crecimiento en: A) MC, MB y MR " Tampat]
B) 1.5, 2.5 v 19 mmol/lh
Evolucién de la VTO en cultivos en matraces A) MC, MB y MR y control
MC de VTO en biorreactor a B) 1.5, 9.5 y 19 mmol/lh
Conclusiones
S| B S, —— -~La geometria del matraz afecta velocidad de
1 me transferencia de oxigeno, alcanzando un méaximo
de 10 mmol/lh en MR yME y solo 1.5 mmol/lh en
MC.

A -$e diseié un equipo para el control de VTO en
Al INAAL T o biorreactor, basado en el comportamiento de kLa
y C*,

= $e demostré una relacion entre VTO y grado de
glicosilacién, a valores de VTO Ilimitantes,
disminuye el grado de &-manosilacién.

Referencias 1. Pamboukian, Facciowd, Braz. ). Chen. Eng. vol.22 no.1 (2005),
2. Gamboa-Suasnavant et al. Microb Cell Fact 10:110{2011)
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Espectro de MALDI-TOF de la digestion de la protei btenida en cultives en
matraces: MC, ME y MR (2) y en biorreactor a 1.5, 9.5 y 19 mmol/lh. Los niimeros
sobre cada pico, indican el nd de idas el [« inal
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La industria farmacéutica produce en
células CHO el 35.5% de los biofarma-
cos aprobados en bioprocesos con altos
costos y bajos rendimientos comparados
con cultivos bacterianos. De ahi que el
estudio de parametros operacionales de
estos procesos sea de interés industrial. El
mezclado es un parametro que asegura la
disposicion de los nutrientes a todas las
células. Este trabajo comparo el mezclado
orbital y mediante resonancia acustica en
cultivos de células CHO, que podria cau-
sar estrés hidrodinamico y la muerte celu-
lar (Sieck, 2014).

Se utilizé como referencia el coeficiente de
transferencia de masa volumétrico (k.a) al
inicio de cultivos de dos lineas celulares
CHO con linajes diferentes. Se encontré
que la linea nombrada CHO-I alcanzo la
misma concentracion celular en agitaciéon
orbital (200 rpm) y resonante (3G) con vo-
lumen de llenado de 10% y 14% respecti-
vamente para igualar la transferencia de
oxigeno al medio DMEM(HyClone):
Hycell(Hyclone).

Mientras que la linea CHO-Il en agitacién
resonante (3G) disminuy6 88% su con-
centraciéon celular comparada con agita-
cion orbital (200 rpm) en un volumen de
llenado del 12% y 10%, respectivamente
en medio ActiPro (HyClone).

Dada la disminucién del crecimiento se
agrego Pluronic F68 (PF68) para proteger
las células del estrés hidrodinamico. En
esta condicion CHO-I crecié 1.7+0.2 veces
mas en agitacion resonante (3G), compa-
rado con agitacién orbital (200 rpm) con
el mismo kLa inicial. Sin embargo, CHO-II
presentd una menor concentracion celu-
lar (47%) en agitacion resonante (3G) que
en agitacion orbital (200 rpm). Se optoé
por preincubar las células con PF68 por 18
h previas. Se observo que en agitacion re-
sonante (3G) CHO-l aument6 1.5+0.0 ve-
ces la concentracion celular, mientras que
CHO-Il mostré el mismo comportamiento
observado en los cultivos sin preincubar
con PF68. Se concluye que es posible el
cultivo de células CHO en agitacioén reso-
nante y que la adicién de PF68 tiene un
efecto protector dependiente de la linea
celular.

Introduccion

Las células de ovario de hamster Chino (CHO) son el sistema mas
usado para la produccién de proteinas recombinantes con
aplicaciones farmacéuticas debido a que son capaces de realizar las
modificaciones postraduccionales como la glicosilacion, que en
algunos casos son fundamentales para la actividad de la proteina.
La creciente demanda de biofarmaceuticos ha incentivado el estudio
de los parametros operacionales durante el cultivo de células CHO
para mejorar la productividad pues los costos de sus bioprocesos
son elevados. El mezclado es un parametro cuya finalidad es
homogenizar el medio de cultivo para asegurar la disponibilidad de
nutrientes y oxigeno a las células, como es el caso de la agitacién
orbital de matraces. Un nuevo disefio para satisfacer la demanda de
oxigeno de diferentes células consiste en la agitacion de liquidos por
resonancia acustica.

Objetivo

El presente estudio pretende comparar el efecto del mezclado
resonante con el orbital, con la intencion de incrementar la velocidad
de transferencia de masa, mejorando la concentracion celular.

Metodologia

Adaptacion de lineas celulares
= Cinéticas de cultivos baje mismo
Re=y) OMEM + k.a inicial en agitacion orbital y
— Hycell resonante
CHO -1

&2 Actpro Wl
CHO- Il " .

Caracterizacion de k a en agitacion
orbital v resonante

”~
L]

»
ol -
Resultados

k.a iniciales del sistema de agitacion orbital y resonante con los medios de
cultivo?? ajustando mediante el volumen de llenado del matraz .

Volumen de kia

SOBRE CELULAS DE MAMIFERO
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Figura 1. Evaluacion de crecimiento de CHO-| en medio DMEM-Hycell y CHO-ll en medio ActiPro cultivadas a
37°C, 5% CO,. Se muestra la concentracion celular (circulos) y viabilidad (tridngulos) sin PFES (azul), con 1 gLt
de PF6E agregado al iniciar la cinética [verde) v preincubando con 1 g-L? de PF&8 [magenta). Las grificas Ay D
muestran cultivos en agitacidn orbital de 60 rpm. 5e compara agitacion orbital de 200 rpm (figuras cerradas) y
agitacién resonante de 3G (figuras abiertas) con kja inicial de 21.06 + 0.55 h'' (B), 17.34 £+ D38 h! (C), 10-38 ¢
0.64 ! (E)y 7.88 + 0.40 b (F).

U e ot I. ¥ =
llenado (mL) () Agitacién PF{;S Pre-Incubacion Tobia 5
200 rpm 25 20.28 £4.01 (g-L") con PF68 Comparacién de
0.25 3G 35 21.84£2.40 0 No 0.03310.001 0.035+£0.002  velocidad de
DMEM + ciers 60rpm No 0037 £0.003 003040003 crecimiento de lineas
Hycell _— 200 rpm 25 16.80 + 1.10 si 003240001 002140003 Celuleres CHO en
’ 3G 50 17.88£1.16 0 No 0015%0001 002820002  jeouitc & bres )
200 rpm No 0.020£0.003 0028+0.001  con 1 gL' de PF68
2.00 2007pm0 2l 9481094 z Si - 0.025 +0.000  colocado al iniciar el
) 3G 30 11.28 £0.55 0 No 0.022+0.000 0034+0000 culivo o  pre-
Actipro i
P 200 rpm 25 7.32 +0.74 3G » No 0.033+0001 0.030+0000 'neubade.
3.00 i
3G 25 844 102 si 0.031 £+0.001 0.023 +0.000
Conclusiones
+ La adicion de 1 gL' de PFG8 a los medios de cultivo ye lac idad de cia de oxigeno en ambos de agitacion en aproxi e 20%.

« En agitacion orbital de 80 rpm ambas lineas celulares responden distinto a la adicidn de PFE8. La linea CHO-l aumenta su concentracién celular en concordancia con resultados reportados en la literatura

(2011, Clinke). Sin embarge, la linea CHO-II disminuye su concentracion celular maxima y velocidad de probabl debido a una menar de cia de oxig producto de la

disminucion del k a inicial al agregar PFG8

= A mismos k a iniciales las células CHO responden distinto a la agitacién resonante. En ausencia de PFE8, la linea CHO-I tiena cinéticas similares mientras que CHO |l disminuyo la concentracion celular 88%.

Al agregar PF88 (1 gL') CHO-I aumenta la concentracion celular alcanzando la maxima concentracion (4.0040.25 cel mL"') prei ) con PFE8 mi

desemperio.

Referencias: Clincke, M-F., et. al. (2011), Biotechnol. Prog. 181-180;
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que CHO-ll no muestra una mejora en su
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Estudio de los efectos genéticos y metabolicos del
déficit energético causado por la deficiencia de

nutrientes esenciales

Herndndez Vazquez Alain de J.
Ramirez Gomez Noé A.

Veldzquez Arellano Antonio

Departamento de Biologia Molecular y Biotecnologia,
Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM

En el laboratorio del Dr. Velazquez-Arellano
investigamos los efectos genéticos y meta-
bolicos de la deficiencia de biotina (BtDEF),
esta vitamina hidrosoluble perteneciente al
grupo B, es un nutriente esencial, y grupo
prostético de las carboxilasas. Hemos de-
mostrado que se altera la expresion de genes
del metabolismo intermedio en tres especies
muy distantes: Ratus norvergicus, C. elegans
y S. cerevisiae. Genes para la utilizacion de
glucosa y para la lipogénesis disminuyeron,
mientras que aumentaron los de B-oxida-
ciony gluconeogénesis. Hemos hipotetizado
que el déficit energético y la activacion de
la AMPK observados en la BtDEF, son sefa-
les que setransmiten al genoma, para iniciar
proceso de adaptacion metabdlica. En este
trabajo, nos enfocaremos en comprender los
mecanismo responsables por los que cam-
bia la expresion de genes del metabolismo
intermediario, cuando existe un déficit ener-
gético producido por la deficiencia de bio-
tina. Investigamos el efecto del cGMP sobre
los mRNA’s y las proteinas GCK, PEPCK, FAS y
CPT1 del metabolismo del carbono. Esto por-
que existen antecedentes en donde dismi-
nuye el mMRNA y la actividad de la GCK hepa-
tica en la BtDEF y que este efecto es revertido
por el cGMP. Sin embargo, se desconoce si el
cGMP modifica la expresion de otros genes
del metabolismo intermedio.

Encontramos una evidente participaciéon del
cGMP sobre la GCKy no asi para los otros mR-
NA’sy proteinas estudiados. Ademas, evalua-
mos la activacién farmacoldgica de la AMPK
sobre la expresion de los genes estudiados,
observamos que la GCK, PEPCK y FAS dismi-
nuyeron y aumenté CPT1. En la BtDEF silen-
ciamos el gen de las subunidades cataliticas
X1y X2 de la AMPK, para evidenciar el papel
que tiene sobre la expresion de los genes
FAS, CPT1, PEPCK y de la GCK. Encontramos
que la BtDEF en hepatocitos knockdown de
AMPK no produce cambios en la expresion
de los genes FAS, CPT1 y PEPCK comparados
con el tratamiento control, y el gen de la GCK
permanecié disminuido. Estudiamos en el
flujo lipogénico y la B-oxidacion, utilizando
precursores marcados con *C acetalo y pal-
mitato respectivamente. Observamos menor
flujo en lipogénesis y mayor oxidacion de los
acidos grasos en la BtDEF resultados que co-
rrelacionan con los previamente obtenidos
para el gen y la proteina de FAS y CPT1. En
la BtDEF nuestro grupo de trabajo ha hipo-
tetizado que la AMPK produce cambios a ni-
vel genético y que estos cambios repercuten
sobre el metabolismo de manera importan-
te, disminuyendo el anabolismo, como es el
caso de la sintesis de acidos grasos (lipoge-
nesis) y por el contrario promueve el catabo-
lismo, como es el caso de la oxidacién de los
acidos grasos para producir energia.
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Introduccién.

Durante la Gltima década en el laboratorio del Dr. Antonio Veliz quez Arellano se han realizado estudios sobre la privacion de biotina, que es vitamina hidrosoluble, miembro del grupo B, estd vitamina
es un nutriente esencial y grupo protésico de las carboxilasas. Enlos mamiferos hay cuatro importantes carboxllasas que participan en reacciones de metabolismo intermedio: 1) piruvato carboxilasa
(PC), que genera oxaloacetato a partir del piruvato, vy que es e precursor de glucosa (en gluconeogénesis) y de los acidos grasos a través del citrato (en lipogénesis), 2) la Acetl-CoA carboxilasa
(ACC), cuyo producto es el malonil CoA, un precursor en ba sint esis de acidos grases (Epogénesis), 3) propionikCoA carboxasa (P CC) que participa en o cal abolismo de isclewcina, valina, metionina,
treonina y acidos grasos de cadena impar; 4) 3-metilcrotonil_CoA carboxilasa (MCC) que participa en el catabolismo de la leucina. Estas proteinas se sintetizan de novo como apoenzima y para
activarias (holoenzimas) se requiere de la unidn de biotina, unidn catalizada por la enzima holocarbaxlasa  sintetasa (HCS).

Nuestros hallaz gos indican que la falta de esta vitamina causa un déficit energético y seguido de la subsecuente activacion de la cinasa dependiente de AMP, la AMPK, considerada como el sensor
energético por excelencia en las células eucariotas. Dentro de estos estudios, se examinaron por microareglos los transcriptomas del higado de la rata, del nematodo C. elegans y la levadura 5.
cerevisiae, encontramos que muchos de los genes del metabolismo intermedio cambiaron su expresion de manera similar en las tres especies. Los transcriplos de genes para la utiizacion de la
gucosa (ghcdisis) v la sintesis de acidos grasos (lipogénesis) disminuyeron, al tiempo que aumentaban los de la oxidacion de lo acidos grasos (Poxidacion) y de la gconeogénesis. La
interpretacion que se le dio a estos resultado fue que el déficit de ATP actuaria como una “sefial” a traves de la activacion de la AMPK y esta se transmitiria al genoma, alterando su funcion.

En esle trabajo, nos enfl ocaremos en comprender los mecans mo res ponsables por los que cambia la expresion de genes del metabolismo intermediario, cuando existe un déficil ener gél ico producido

por la deficiencia  de biotina.
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Conclusion

En la deficiencia de biotina el cGMP tiene un papel importante en la regulacion de la expresién proteica y en la del mRNA de la GCK y no asi para PEPCK, FAS y CPT1, Sin embargo, el sensor
ener gét ico AM PK si tiene un papel crucial en la regulacion de estos mRMNA's v sus preteinas. Es controversial el efect o que tiene 2 AMPK en la deficiencia de biotina, ya que cuando activamos a esta
cinasa de manera farmacoldgica con AICAR la PEP CK disminuye, tal y como se reporta en la literatura, pero cuando se activa de forma crénica en la deficiencia de biotina aumenta. En el caso de la
GCK al activar la AMPK agudamente esta disminuye, pero cuando es silenciada en la deficiencia de biotina esta noregresa a sus niveles basales, por lo que se evidencia la importancia y el rol que
tiene e cGMP en esta condicion. Este proyecto cuenta con el apoyo financiero de PAPIIT-DGAPA IN202817 y presupuesto  institucional.
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Participacion de los Factores transcripcionales DAF-16/FOXO y SKN-1/Nrf
cuando C. elegans es sometido a un regimen de ayuno de 12 horas.

Huerta Jocelynn,* Alcantar Jonathan*, Pérez Martha Elva*, Miranda Juan*
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Hace poco mas de 83 afnos, se descubrio
que la reduccién de la ingesta dietética
sin llegar a la inaniciéon incrementa sus-
tancialmente la esperanza de vida en una
amplia gama de especies, entre las que
se encuentra el nematodo Caenorhabditis
elegans. A dicho régimen se le denomina
restriccion dietética (RD) o restriccion ca-
|6rica (RC).En este estudio se establecid
un régimen de ayuno de 12 horas en el
estadio L4, dicho régimen representa un
estrés agudo y no uno crénico como lo es
la dilucion del alimento a lo largo de todo
el ciclo de vida. En este estudio se evalud
la esperanza de vida de C. elegans cuan-
do es sometido a 12 horas de ayuno en
el estadio L4 y se evalué la participacion
de los factores transcripcionales DAF-16/
FOXO y SKN-1/Nrf en la regulacién de la
esperanza de vida de C. elegans bajo di-
cho régimen, asimismo se evalud la ex-
presion de genes blanco de estos factores
transcripcionales, con el fin de determinar
cambios en su expresion.

Mencion Honorffica Y

Categoria Licenciatura

Introduccién y planteamiento del problema

Hace poco mas de 83 anos, se descubrié que la reduccién de
la ingesta dietética sin llegar a la inanicién incrementa
sustancialmente la esperanza de vida en una amplia gama de
especies, enfre los que se encuentra el nematodo
Caenorhabditis elegans. A este régimen o fratamiento se le
denomina resiriccion dietética (RD) o restriccién calérica (RC),
si bien los efectos de la RC sobre la longevidad estan muy
conservados enlire las especies animales, no hay garantia de
que los mecanismos biolégicos implicados sean los mismos.

Evaluar la participacion de DAF-16/FOXO y
SKN-1/Nrf en condiciones de estres agudo en el
nematodo C. elegans.

En este estudio se establecié un régimen de ayuno de 12 horas
en el estadio L4, dicho régimen representa un esirés agudo y

no uno crénico como lo es la dilucién del alimento a lo largo Crecimiento de Andlisis die |a
. . de todo el ciclo de vida. gusanos (.Nz‘ RNAIL =Y Ensayc_« §e acumulacion
Estos en sayos perm itieron observar que d;:::‘ti:;‘gé}én larigeuidad "*";'fﬂag;

los nematodos disminuyen su esperanza
de vida al ser sometidos al ayuno de 12
horas en el estadio larvario L4. Por otro
lado, se observé que DAF-16/FOXO vy
SKN-1/Nrf se encuentran involucrados en Control
. . ® Efeclo del ayuno de 12 horas en la esperanza de vida del nematodo

la regulacion de la esperanza de vida y la y el papel de DAF-16/FOXO y SKN-1/Nrf en su regulacién
resistencia a estrés cuando C. elegans es

sometido a 12 horas de ayuno en el esta-
dio L4, ya que la expresién de dichos fac-
tores se ve alterada tanto a nivel de mRNA
como de proteina, finalmente, se obser-
varon cambios en la expresién de genes B, = ==

blanco como lo son gst-4 y gsc-1. Por ello, , i |5 L [1aB| =
Bl i
s : ‘., R
Conclusiones S R R %
Ewertlle- ' OEREEEE - e

proponemos que el estrés generado por

® Cambios en la expresion de componentes de la via de
sefalizacion de la insulina (IIS) y la via p38 MAPK provocados
por el ayuno

Avuno 12 h

Proporcion e superyivesca NE .

] E) =
Dias transcurrides

Proporcion de supervivencia RNAI daf-16

el ayuno de 12 horas en el estadio L4 del
nematodo, desencadena la activacion de
factores transcripcionales como DAF-16/
FOXO y SKN-1/Nrf, para contender y re-
gular la esperanza de vida de C. elegans,
sin embargo es posible que otros genes
se vean involucrados en la regulacién de
esta respuesta.

= 0 o e

que los factores franscripcionales DAF-16/FOXO y SKN-1/Nrf se -
encuentran invelucrados en la regulacion de la esperanza de E
vida y lo resistencia a eshés cuando el nematodo ST T AT rsL LS WFEF A
Caenorhabditis elegans es sometlido a 12 horas de ayuno en el PR o < i i
estadio L4, sin embargo también es posible que ofros factores maewn L omemm—
y vias de sefalizacién se encuentren involucrados, debido a S
que como se ha visto los mecanismos de respuesta ante , = 17
diversos tipos de esirés, del nematodo son complejos e -
involucran mdltiples vias de sefalizacién que le permiten . D -
contender confra ellos. sl om0

Financiamiento: Proyecto 036,/2015, Fondos Federales, Instituto Nacional de
Pediatria.

Por los resultados obtenidos en este estudio, es posible concluir i{
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Determinacion de las condiciones de agitacion y
aireacion que modifican el crecimiento y la morfologia
del hongo Laccaria frichodermophora

“DETERMINACION DE LAS CONDICIONES DE AGITACION Y
AIREACION QUE MODIFICAN EL CRECIMIENTO Y LA MORFOLOGIA
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Las plantas han desarrollado numerosas
estrategias para poder adaptarse a los di-
ferentes ecosistemas, una de las mas im-
portantes es la capacidad que tienen las
raices para establecer relaciones simbio-
ticas mutualistas con hongos (micorrizas).
Los hongos le permiten a su hospedero
obtener nutrientes y agua del suelo que
no se encuentran facilmente disponibles
y la planta le otorga una fuente de carbo-
no proveniente de la fotosintesis.

En los ultimos afnos la tasa de deforesta-
cion en el pais debido a practicas agrico-
las y el crecimiento humano ha aumen-
tado, por lo que el gobierno ha creado
proyectos de reforestacion. Una de las
principales estrategias para asegurar la
supervivencia de las plantas introducidas,
es la previa inoculacion con su simbion-
te micorrizico. La demanda actual de mi-
celio seco se calcula en aproximadamen-
te 4.3 toneladas, por lo que es necesario
implementar la produccién a gran escala
de micelio, que nos permita satisfacer las
necesidades de la industria forestal.

En este proyecto se toma como modelo el
hongo Laccaria trichodermophora; colec-
tadas en tres ecosistemas de bosque tem-
plado a diferentes altitudes y aisladas en
medio sdélido. Posteriormente, se realiza-
ron ensayos en cultivo liquido sumergido,
en matraces Erlenmeyer convencionales
de 250 mL, en agitacion a 100 rpm y en
incubacién a 25 + 2 °C, durante 30 dias;
de los cuales se seleccionaron las cepas
que presentaban una mayor produccion
de biomasa.

Para poder escalar la produccién a un bio-
rreactor, es necesario conocer las caracte-
risticas del hongo en diferentes sistemas
de agitacién y definir las cinéticas de cre-
cimiento, la produccién de metabolitos
secundarios y las morfologias miceliares
que nos den un micelio de calidad, el cual
se evaluara con bioensayos de micorriza-
cion en plantulas de Pinus montezumae.

' Localidad: Sierra

DEL HONGO ECTOMICORRIZICO Laccaria trichodermophora”

lise A. Carmona-Reyes', Rodolfo Angeles-Argaiz?, Roberto Garibay-

Orijel?, Norma A. Valdez-Cruz', Mauricio A. Trujillo-Roldan
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Ecologia, Sistematica y Aprovechamiento de Hongos Ectomicorrizicos, Instituto de Biologia, UNAM, *maurotru@biomedicas.unam.mx

INTRODUCCION

Las plantas han desarrollado estrategias para adaptarse
a diferentes ecosistemas, como la relacion simbidtica
entre raices y hongos (micorrizas).’

La tasa de deforestacion en el pais ha aumentado, por lo
que el gobierno ha creado programas de reforestacion.?
Una de las principales estrategias para asegurar la
supervivencia de las plantas es la inoculacién con su
simbionte micorrizico.

METODOS

'Y

Recolecta de , ) | Determinacion
o Aislamiento de | molecular de las
P cepas en medio cepas
de cultivo

° Seleccion de las mejores cepas

Cinéticas en medio liquido y sélido

/[ %

CEPA CEPA CEPA
CA15-4 EF-36 CA15-40

Localidad: La Localidad: Nevado
Negra Malinche de Toluca

Altitud: 4000 msnm Altitud: 4000 msnm Altitud: 3000 msnm
Biomasa: 3.94 g/L Biomasa: 3.08g/lL | | Biomasa:2.26g/L
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OBJETIVOS

- Conocer la cinética de crecimiento y las caracteristicas
morfolégicas del hongo ectomicorrizico Lacaria
trichodermophora, en cultivo sumergido en matraces
agitados.

- Escalar la produccion de biomasa miceliar a un
biorreactor

° Cineticas en cultivo sumergido en matraces en agitacion

Medio: BAF

pH: 5.4

T°: 2522 °C
Agitacién: 100 rpm

Biomasa final (g/L)
Productividad de
biomasa (g/L"h)
Rendimiento (gB/gGu)
Morfologia
Transferencia de

. oxigeno (kLa)

www2.hawail.edu

° Bioensayos de micorrizacion con Pinus montezumae
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Genome mining of Actinoplanes TFC3 strain led to the
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Los policétidos son compuestos natura-
les con estructura diversa y que poseen
numerosas actividades bioldgicas, tales
como anticancerigena, antifingica, anti-
bacteriana y antioxidante. Se sintetizan
mediante la condensacion descarboxi-
lativa de residuos de acil-CoA por enzi-
mas llamadas policétido sintasas (PKS),
las cuales se clasifican en tres tipos (I, Il y
[11). Las de tipo Il son las mas simples al
formar homodimeros de subunidades de
condensacién y utilizar directamente el
grupo tioéster del acil-CoA.

Dado que el potencial genético bacteria-
no suele ser limitado en condiciones de
laboratorio, herramientas como la mine-
ria gendmica y la expresion heteréloga
desempenan un papel importante en el
descubrimiento de nuevos metabolitos.
Recientemente, fue secuenciado y en-
samblado el genoma de Actinoplanes sp.
TFC3, una actinobacteria endéfita de la
planta medicinal Amphypterygium
adstringens (cuachalalate).

En su genoma se encontro el cluster de
un policétido tipo Il (alkABCDE). Se reali-
z6 expresion heteréloga del gen principal
de la via (alkA) en Escherichia coli y de la
unidad sintética (alkABC) en Streptomyces
coelicolor M1152. La expresion en E. coli,
con HisTag, permitié confirmar la existen-
cia de una proteina de 37.8 kDa. Por otro
lado, en S. coelicolor M1152, se evidencid
la produccién de moléculas de tipo al-
quilresorcinol por medio de TLC y RMN
TH. Ademas, los extractos metanolicos de
esta cepa mostraron actividad antioxidan-
te, mediante el ensayo con DPPH. Dada la
variedad estructural y la potencial bioac-
tividad de los derivados de alquilresorci-
noles, la clonacion y el analisis del cluster
alkABCDE se tiene como perspectiva.
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Recently, the genome of Actinoplones sp. TFC3 strain, an endophytic bacterium of Amphipterygium adstringens, has been sequenced®. At least 16 gene clusters coding for enzymes involved in the
biosynthesis of specialized metabolites were predicted, including a type Il polyketide synthase (PKS Ill). Analysis of the gene cluster, named alk (alkylresorcinol), suggested that the main core of
the molecule is synthetized by the PKS |l (alkA), undergoing further medifications by a putative methyltransferase (alkB) and a putative p-hydroxyphenylacetate hydroxylase (alkC). Also, olkD and
alkE genes, a putative prenyltransferase and oxidoreductase, respectively, could be part of the biosynthetic pathway. Interestingly, gene distribution of alkABC operon is similar to the gene
clusters involved in methoxyhydroguinones biosynthesis??. Heterologous expression of the AlkA protein led to the discovery of at least two alkylresorcinol-type molecules with antioxidant activity.
Given the variety of structurally different products and potential bicactivity of resorcinols derivatives, the cloning and analysis of the complete alkABCDE cluster will be the aim of this work.

GENOME MINING OF THE ENDOPHYTIC STRAIN
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The alk gene cluster. The main core of the molecule is synthetized by:

[1] PKS 1l {alka)

And further modified by:
(2] S-ad Imethionine-depend, hyltransferase |/
[3] p-hydroxyphenylacetate hydroxylase
[4] Prenyitransferase (alkD)
[5] Oxidoreductase (alkE)

EXPRESSION OF THE MAIN PROTEIN OF THE HYPOTHETICAL GENE CLUSTER

Expression of AlkA in E. coli. The expression of AlkA protein with a 6xHisTag was developed
in E. coli BL21 strain. In order to confirm the presence of the recombinant protein, SD5-PAGE
and Western blot analysis were performed. The protein can be found both in the soluble
and insoluble fractions.

EXTRACTION AND BIOACTIVITY

Thin Layer Chromatography Analysis [TLC) and detection of antioxidant activity
Culture conditions were previously reported for heterologous expression using M1152
strain®, Methanolic extracts of the 5. coelicolor M1152 strain carrying the alkA gene (MalkA
strain) were prepared from cells disrupted by sonication. TLC was used to verify the
production of the alkylresorcinol. DPPH was used to prove the antioxidant activity of the
product,
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STRUCTURAL ELUCIDATION
Compound 1. The 'H NMR spectra were collected at 300 K on a Bruker Avance IIl HD 700
MHz spectrometer equipped with a 5-mm z-axis gradient inverse probe. The spectrum was
recorded using the dard single-pulse seq , with the 90° pulse length of 7.76 ps. 128
scans were collected into 32 k data points using a spectral width of 14 kHz with a relaxation
delay of 5 s, and acquisition time 2.3 5. Data: 'H NMR (700 MHz, CDCL,) & 7.28 (s, 1H), 6.26
(s, 2H), 6.20 (s, 1H), 2.5 [t, 2H, J = 7.5 Hz), 1.65 (m, 1H), 1.28 (m, BH), 0.88 (m, 2H, /= 7.5 Hz).
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Compound 2. It was detected using a Perkin-Elmer AxION2 DSA-TOFMS Spectrometer. The
analysis was performed in TrapPulse™ mode of 1 uL of the extracts. Chemical Formula
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The genetically engineered strain M1152 of PtipA CONCLUSIONS
f‘rmprc:myms co{"flcamr‘r, wasﬁ used f:' Cloning of alkA sequence in E. coli confirmed the existence of a 37.8 kDa protein, named
histern QIQOIJ» EKDFL‘IJISIL?]I'{\”O the al dA_SEﬂf;- The 1 3 AlkA. Heterologous expression of AlkA In 5. coelicalor led to the production of at least two
fntegration vestor p Vs LISer, mLorcer. 1o Bt alkylresarcinol-type molecules. The methanolic extract of the MalkA strain showed
have the gene under the tipA promater control RBS Term antioxidant activity
PERSPECTIVES
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= Verification of the next steps In the blosynthetic pathway.

« Structural elucidation and bioactivity assay of each step products.

* Evaluation of resistance against f-lactamic antibiotics conferred by alkylresorcinols.
* Determination of crystal structure of AlkA.
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Introduccion. El Dengue, presenta un es-
pectro clinico amplio, desde una infecciéon
auto-limitante hasta el dengue severo (DS).
El virus dengue (DENV) infecta células pre-
sentadoras de antigeno (CPA) como mono-
citos (MO). Durante la sinapsis inmunoldgica
(SI) entre las CPA y los linfocitos T (LT), las te-
traspaninas (t) tienen una participacion muy
importante, las cuales son integrinas co-esti-
muladoras en el drea de contacto de la Sl. La
funcién de la tetraspanina tCD63 exosomal
en la Sl durante la infeccién por DENV no ha
sido descrita. Sin embargo, puede participar
en la induccién de la cascada de citocinas re-
portada en los casos de DS.

Objetivo. Evaluar la tCD63 de exosomas
como moléculas co-estimuladora en la Sl en
un modelo in vitro de infecciéon por DENV.
Méetodos. Amplificaciéon y titulacion del
DENV en LLC-MK2. Infeccién de monocitos
con DENV: Deteccién de la proteina E viral
y CD11b mediante citometria de flujo (CF).
Evaluacion de cambios morfoldgicos por mi-
croscopia Optica. Aislamiento de exosomas
(exDENV) por ultracentrifugacién diferencial.

Caracterizacién de exDENV por analisis por
rastreo de nanoparticulas, microscopia elec-
trénica de transmision (MET) y deteccion de
tCD63 por CF. Estimulacion de Jurkat con
exDENV tCD63+ en co-cultivos: deteccion
de SI mediante inmunofluorescencia y lin-
foproliferaciéon por ensayo de MTT, expresion
de mRNA de factores de transcripcién T-bet,
STAT-1/-4 por RT-PCR y cuantificacién de IL-2/
IFN-Y por ELISA.

Resultados. Titulo viral de 1.0 x 107 UFP/
mL. En monocitos infectados la IMF fue de
28.8 y 96.2 veces mayor para Ey CD11b. Se
observé una transformacion celular a fenoti-
po adherente. Concentracidon de nanoparti-
culas (30-120 nm) de 7.0 x 1010 £ 6.5 x 109
particulas/mL (P < 0.05), mas del 60% fueron
exosomas tCD63+. La ME evidencié una po-
blacion heterogénea de exosomas, los cuales
se utilizan en los co-cultivos.

Conclusion. La infeccion por DENV induce
activacién y liberacion de elevadas concen-
traciones de exosomas tCD63+.

PARTICIPACION DE LA TETRASPANINA
CD63 DE EXOSOMAS DERIVADOS DE
MONOCITOS HUMANOS EN LA
ACTIVACION DE LINFOCITOS-T POR
CO-ESTIMULACION EN LA SINAPSIS
INMUNOLOGICA DURANTE LA
INFECCION POR EL VIRUS DENGUE
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Introduccién

El dengue es la arbovirosis mas importante a nivel mundial: afecta a mas de 100
millones de personas al afio y el 50% de la poblacién vive en zonas de riesgo. La
enfermedad se presenta como una infeccion autolimitada (85-90% de los casos)
hasta formas graves (10-15%) como el sindrome de choque del dengue y la fiebre
hemorragica del dengue, conocido como dengue severo (DS). El virus dengue
(DENV) infecta principalmente a células presentadoras de antigeno (CPA) como

monocitos, macrofagos y células dendriticas. La inmunopatogenia del DS se ©

caracteriza por incremento de la citotoxicidad celular y la liberacion de elevadas
concentraciones de citosinas pro-inflamatorias, favoreciendo la extravasacion de
plasma por dafio del endotelio vascular.2

La activacion de linfocitos T (LT) se lleva a cabo por la presentacion de antigeno
por CPA a través del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH) de clase | o Il
El area de contacto entre APC y LT se denomina sinapsis inmunologica (Sl). Las
zona de S| de LT se ha descrito como cluster central y periférico de activacion
supramolecular (cSMAC y pSMAC, Fig. 1). La Sl de la APC esta constituida por
microdominios de membrana, con abundantes moléculas de CMH vy tetraspaninas
(t). Las t son integrinas que interactian con moléculas lipidicas de la membrana,
formando los microdominios enriquecidos con tetraspanina (MEt) que son
intermediarios de sefializacion, reconocimiento y la activacion de LT.34

Planteamiento del Problema

La t CD63 (tCD63) es abundante en MEt, endosomas y lisosomas de APCs.
Interacciona con integrinas, otras tetraspaninas (CD9, CD81, CD82 y CD151) y
receptores de superficie celular (CD3, CD28 y CTLA4, Fig. 2). Se ha reportado que
tCD63 media eventos de transduccion de sefiales en la regulacion de la activacion
de LT en modelos de infeccién por VIH.>7 La tCD63 es el principal marcador de
exosomas (nano-vesiculas derivadas de endosomas, producto de activacion celular,
con funciones de comunicacion intercelular) y su papel en el aumento de la
actividad de LT descrito en la infeccion por DENV todavia no se describe y podria
ser importante en la tormenta de citocinas reportada en los casos de DS.

Objetivo
Evaluar la tCDB3 de exosomas como moléculas co-estimuladora en la Sl en un
modelo in vitro de infeccion por DENV.

Disefio experimental
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Resultados

Titulo viral de 1.0 x 107 UFP/mL. En monocitos infectados la IMF fue de
288 y 96.2 veces mayor para E y CD11b a 72 h. Se observd una
transformacion celular a fenotipo adherente. Concentracion de nanoparticulas
(30-120 nm) de 7.3 x 10" + 6.5 x 10? particulas/mL (P < 0.05), mas del 90%
fueron exosomas tCD63+. La ME evidencié una poblacion heterogénea de
exosomas, los cuales se utilizan en co-cultivos. El resto de la estrategia
experimental esta en desarrollo.

Células Infectadas

L

=4 DENV Proteina E|
| IMFIj72 b

| A

Cinética de activacion de THE-1 (CD11b) IMF

Cuaniificacion nanoparticulas de THP-1
NTA (30-120 nm) T2 h
n.00Ee0 Penos

Uit BOGESDD J n=d

DENV (43 1) P =TT g

— I7WE T pooeen
DENV (24 h) | MContoidenctpe | 80 |

| [T Mok [Ty | soeew
peny o | T

| 2 g | Awesn

THP Mock | B THE L ELO | ypegews
| [THE < D) iamg |

Control matipa 100850

P 1008480
FLIHPE
e THP bock THE + CENV (MO 1)
Particutasmi 1.ME=10 LIESD
MET exDENV 72 h "7 Perlas magnéticas | exMock 72h | | exDENV 72 h

g
o
>
g

| |

oW ey .
b KT RS

- i eSS e rirl Y - PN i RS ST . SRtk S

I

(]

; " eLanpe
Conclusién: La infeccion por DENV induce activacién y liberacion de

elevadas concentraciones de exosomas tCD63+.
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En muchos organismos procariontes, la
degradacion de la pentosa L-(+)-Arabi-
nosa se lleva a cabo mediante la via de
las pentosas fosfato. Sin embargo, en el
genoma de Streptomyces coelicolor se
encuentran anotados los genes necesa-
rios para la degradacion de la arabinosa
mediante una ruta parecida a la via de
Enter-Doudoroff (ED). Ademas, en un re-
ciente estudio de transcriptémica, se en-
contrd que el gen SCO2440 posiblemente
este relacionado con la regulacién trans-
cripcional de esta nueva via, no descrita
en organismos Gram-positivos.

Objetivo
Caracterizar al regulador transcripcional
SCO2440 en su papel como regulador lo-
cal del metabolismo de arabinosa en S.
coelicolor.

Metodologia y Resultados

Se analizé a la mutante en el gen sc02440
(cepa 2440::apra)y se comparo con lacepa
silvestre (M145) y con una cepa con dos
copias del gen sc02440 (cepa 2x2440).

Se evaluaron sus velocidades de consumo
de arabinosa (Figura 1), su tasa de creci-
miento y biomasa alcanzada (Figura 2), asi
como la capacidad especifica de produc-
cion de actinorrodina (Figura 3). Ademas,
se evidencid el control de SCO2440 sobre
la actividad arabinosa deshidrogenasa
(ADH), evidencia de una ruta metabdlica
no convencional para la degradacion de
arabinosa (Figura 4).

Conclusiones

S. coelicolor posee actividad ADH, lo que
sugiere la degradacién de la arabinosa a
través de la ruta metabdlica prouesta.
SCO2440 actua como un represor de la
actividad ADH y del metabolismo de ara-
binosa. SC02440 afecta la produccién de
ACT, independientemente de la fuente de
carbono utilizada.
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Strepbomyces coelicolor posee una acbividad arabinosa deshidrogenasa (ADH), no descrita hasta el momenbo

_ en actinomicetos. Esto aporba evidencia a que el metabolismo de arabinosa es a través de una ruta oxidativa

.| semejante a la via de Entner-Doudoroff. Ademas, la actividad ADH, el consumo de arabinosa y la produccion de actinorrodina,
son controlados por el regulador Granscripcional de la familia IcIR SCO2440), el cual parece actuar como un represor.
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La exposicidon cronica a elevadas concentra-
ciones de glucosa conduce a la acumulacién
de acidos grasos, que promueve el desarrollo
de enfermedades metabdlicas como la obe-
sidad y la diabetes tipo 2. MXL-3 es un factor
transcripcional conservado evolutivamente
que modula la inhibicién de la lipdlisis en
Caenorhabditis elegans, sin embargo, el pa-
pel de MXL-3 en el metabolismo de lipidos
durante el exceso de nutrientes permanece
desconocido. La hipdtesis de que la inhibi-
cion de MXL-3 modula la acumulacién de
grasa en el organismo y previene la acumula-
cion de grasa dependiente de la glucosa.
Nematodos de tipo salvaje N2, MXL-3 :: GFP
y sbp-1 o mxI-3 null se cultivaron bajo con-
diciones estandar, de alto contenido de glu-
cosa o de glucosa suplementado con met-
formina por 24 horas. Mediante microscopia
confocal, se monitoreé la activacion inducida
por glucosa de MXL-3 mediante la proteina
GFP (MXL-3 :: GFP). Los niveles de lipidos fue-
ron determinados mediante la tincion con
tincion de Rojo Oleoso O y cromatografia de
gases / espectrometria de masas, y la expre-
sidn génica se evaluo por qRT-PCR.

Encontramos que la glucosa activa MXL-3 au-
mentando su localizacidon nuclear, que a su
vez aumenta los niveles de lipidos a través de
la proteina SBP-1, SREBP en mamiferos. Esta
activas genes criticos para la sintesis de aci-
dos grasos insaturados de cadena larga (MU-
FAs y PUFA) y por otro lado reprime la trans-
cripcion de genes lipoliticos. Curiosamente,
el farmaco antidiabético metformina inhibie
la activacién de MXL-3 y asi mismo evitara la
acumulacion de lipidos dependiente de glu-
cosa

Estos hallazgos ponen de relieve la impor-
tancia del eje MXL-3 / SBP- 1 en la regulacion
del metabolismo lipidico durante el exceso
nutricional y proporciona nuevos evidencia
del mecanismo por el cual la metformina im-
pide la acumulacion de lipidos. Este estudio
también sugiere que la inhibicién de MXL-3
puede servir como una blanco potencial para
el tratamiento de enfermedades metabdlicas
crénicas, entre ellas la obesidad, la diabetes
tipo 2.

The MXL-3/SBP-1 axis is responsible for glucose-
dependent fat accumulation in C. elegans

Mejia-Martinez F**, Franco-Juarez B**, Moreno-Arriola E**, Hernandez Vazquez A**, Velazquez-Arellano
A**  Ortega-Cuellar D* dorfaga
*Laboratorio de Nutricion Experimental. Instituto Nacmnal de Pedlatrla Mexmo **Unidad de Genética de la
Mutricion. Instituto de Investigaciones Biomedicas, UNAM.

INTRODUCTION

Chronic exposure to elevated glucose levels leads to fatty aci i which pr

the develop of t such as abesuty and type 2 diabetes. MXL-3 is a

conserved transcriptional factor that dul the inhibition of lipolysis in Caenorhabditis
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OBJECTIVE

Evaluate the mechanism of MXL-3 transcription factor in the regulation of lipid metabolism
changed by a high-glucose diet in the nematode Caenorhabditis elegans
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RESULTS

MXL-3 is involved in lipid accumulation due to high glucose
exposure in C. elegans

A B
Control Glucose =F

N2

mx/-3 null

Figure 1. MXL-3 is required for high gl lipid in € alegans. ORO staining of total
lipids in fixed worms grown under contrel or high glucose iti A) Rep ive image of wild-type
(N2) and mxl-3 mutant (k1947 null) tode staining intr lipid (red), B) Histogram of
the quantification of lipid droplets shown in A, Data represent the mean + SEM of threa independent expariments;
***p=0.001, ene-way ANOVA with Bonferroni's post hoc test using GraphPad Prism.

Ours data shown that ablati of MXL-3 fi through null mutation, mx/-3 jok7947),
substantially reduced ORO staining compared with the control wild type (N2) strain (Figure
1A), whereas the aug ited lipid ge was blunted in mx/-3 nufi mutant even if it have
high-glucose diet, suggesting that fat lation was diated by MXL-3 transcriptional
factor (Figure 1A).

MXL-3 actively shuttles between the cytoplasm and nucleus
in response to high glucose

Y

MXL-3:GFP DAPI MERGE

Figure 2. Gl i MXL-3 by

nuclear entry and represses lipl-1 and le -3 exp

show localitation of MXL-3::GFP (green dots). Nuclei ara identified by DAPI staining (blue). B) mRNA

quantification of Ngl-7and Mp/l-3was performed using qRT-PCR in the N2 and mxl-3 mutant (ok1947

null) nematode strains, Data represent the mean £ SEM of three independent experiments; *p<0, 05, **p<0.01,
"*p<0.004, one-way ANOVA with Bonferroni’s post hoe test using GraphPad Prism.

g its rate of nuclear entry. High glucoso promotns MEL-3
A)

fluorescent tha

Qur data show that high glucose result in a major accumulation of MXL-3::GFP in the
nucleus compared to the control group. Given nuclear accumulation of MXL-3 by
glucose, we suggest that nucleocytoplasmic shuttling is required to augment activity
MXL-3 to repress lisosomal lipases.
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Figure 3. Transcriptional control of lipid-related genes by MXL-3. A-E show the relative mRNA
expression levels of several genes. (A) sbp-1, (B) pod-Z, (C) fasn-1, (D) efo-Zand (E) fat-2in N2 wild-
type or mxl-3and sbp-7mutant strains. Data represent the mean £ SEM of three independont expariments;
*p<0.08, ™p<0.01, " p<0.001, ane-way ANOVA with Bonferroni's post hoe test using GraphPad Prism.

Ours data indicate that MXL-3 was necessary for full sbp-1 expression due to mx/-3 ok 1847)
null mutant fail to activate sbp-1 and suggest that MXL-3 might have an important for
promoting a selective lipogenic program that is dependent on a high-glucose diet through
SBP-1.

Metformin decreases lipid overload through MXL-3

Figure 4. MXL-3 participates in the regulation of fatty acid hesis,el tion and d. A)
FFAs, B) S5FA, C) MUFA and D) PUFA, N2 and mx/-3 nulf worms administered glucese, E) Schematic
representation of the SFA, MUFA, and PUFA 3yn1hesls pathways. F) 18:0 (stearic acid) and G) 18:1n89

(oleic acid). H) FAT-2 activity was indi d from substr ratios. Each graph shows
the mean £ SEM of three independent exnenmema *pret.05, "p<h. 0, "‘nm 004, one-way ANOVA with
Bonferronis post hoe test using GraphPad Prism,

Glucose! LI

Control Glucose Watformin

Llu.

Figure 5. Metformin protects C. nfagms against gl d fat tion by MXL-3. A and B)
Representative images of lipld dwplc&sindicated by ORO staining (red dots) or the subcellular
localization of MXL- 3::GFP (green dots) under control, glucose and glucose/metformin conditions. C-
G) mRNA gene expression analysis was performed by performing qRT-PCR on wild-type N2 under the
same experimental conditions. C) Ap/-7, D) lpl-3, E) fasn-1, F) pod-2and G) fai-2. H-L) Total FFAs and
their subgroups are modified similar to the control group when metformin us added. H) FFA, 1) SFA, J)
MUFA, K) PUFA and L) fatty acid profile. Data represent the mean £ SEM of three independent experiments;
*p=0.05, **p<0.01, ***p=<0.001, one-way ANOVA with Bonferroni’s post hoc test using GraphPad Prism.
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In summary, these !"ndlngs describe a novel transcription factor (MXL-3) that appears to

diate the up gulation of lipid metabolism in nematodes exposed to a high-
glucose diet. These uhsenral.lons further support an important role for lipophagic
machinery in the utilization of stored cellular lipids.
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Cuando la expresion heteréloga de protei-
nas en Pichia pastoris esta bajo el control del
promotor de alcohol oxidasa (AOX1), se im-
plementa una estrategia de cultivo de dos
fases. La primera fase consiste en generar
una densidad celular alta, mediante la uti-
lizacion de glicerol. La segunda fase tiene
como objetivo la induccién del gen AOXT
por adicion de metanol al medio de cultivo,
manteniendo el crecimiento celular. Esta
fuente de carbono genera una alta deman-
da de oxigeno, por lo que un suministro li-
mitado de oxigeno afecta negativamente
la produccién de proteinas recombinantes.

En cultivos recombinantes de Pichia pasto-
ris con matraces de agitacion orbital (OM),
el suministro de oxigeno es limitado ya
que solo puede ocurrir a través de la inter-
faz gas-liquido. Por tal motivo, se propone
utilizar nuevas alternativas de agitacion de
matraces que mejoren la mezcla y la trans-
ferencia de oxigeno al liquido, como el sis-
tema de agitacion por resonancia acustica
(RAM).

Ademas, evaluar el desempeno de cultivos
Pichia pastoris a diferentes intensidades
de agitacion mediante la medicién de los
parametros cinéticos en las dos fases de
cultivo, tales como la velocidad de creci-
miento, consumo de sustrato, y la produc-
cion de antigeno recombinante glicosilado
y sus patrones de manosilacién al inducir
con metanol. Al realizar cultivos con un kLa
inicial de 48 h-1, no se ha observado dife-
rencia en densidad 6ptica y biomasa seca
finales, ni en la velocidad especifica de cre-
cimiento (u) al cultivar en glicerol en OMy
en RAM. Sin embargo, hay un aumento de
50% en la velocidad de consumo especifica
de glicerol en RAM, sin generar un cambio
en el rendimiento biomasa-sustrato. En las
cinéticas con metanol la paumento un 15%
en RAM en comparacién con OM, mientras
que la densidad 6ptica y a la biomasa final,
incrementaron 12% y 34% respectivamen-
te. La produccién de proteinay la velocidad
especifica de formacién de proteina total
fue similar en ambos sistemas de agita-
cién, sin embargo, el patrén electroforético
muestra una tendencia a que en RAM exista
mayor cantidad de proteina recombinante
que en OM.

Efecto de un sistema de agitacion de matraces i
acustico sobre el cultivo de Pichia pastoris (@
productor de la glicoproteina recombinante APA  _J}

INETITUTE (3 INVESTIGACIONES

de Mycobacterium tuberculosis BIOMEDICAS

I. Olivar-Pineda, N.A. Valdez-Cruz, M.A. Trujillo-Roldan

Instituto de Investigaciones Biomédicas, Universidad Nacional Auténoma de México, C.P.
04510, Ciudad de México, México. Tel: 56229192. Correo: itaietzi0916@gmail.com,
maurotru@biomedicas.unam.mx

INTRODUCCION

Cuando la expresion heter6loga de proteinas en Pichia pastoris
esta bajo el control del promotor de alcohol oxidasa (AOX1), se
implementa una estrategia de cultivo de dos fases. La primera
fase consiste en generar una densidad celular alta, mediante la
utilizacion de glicerol [2]. La segunda fase tiene como objetivo la
induccion del gen AOX1 por adicion de metanol al medio de
cultivo, manteniendo el crecimiento celular. Esta fuente de
carbono genera una alta demanda de oxigeno [1,3], por lo que
un suministro limitado de oxigeno afecta negativamente la
produccion de proteinas recombinantes [4].

En cultivos recombinantes de Pichia pastoris con matraces de
agitacién orbital (OM), el suministro de oxigeno es limitado ya
que solo puede ocurrir a través de la interfaz gas-liquido [5]. Por
tal motivo, se propone utilizar nuevas alternativas de agitacion
de matraces que mejoren la mezcla y la transferencia de
oxigeno al liquido, como el sistema de agitacion por resonancia
acustica (RAM) [6].

OBJETIVO

Comparacion de cultivos Pichia pastoris productor de la
glicoproteina recombinante APA a diferentes intensidades de
agitacion mediante la medicion de los parametros cinéticos en
las dos fases de cultivo.
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RESULTADOS
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0.8820.02 0.870.08
L[S -
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Proteina toial (mg/L) - 63.23£5.90 63,77+4.94

En las cinéticas en glicerol los cultivos se comportan de manera
similar a pesar de haber una reduccion en la limitacion de
oxigeno en un 25%.

El patron electroforético muestra una tendencia a que en RAM
exista mayor cantidad de proteina recombinante que en OM y
aumente la concentracion de biomasa.
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Varios protocolos de fraccionamiento
subcelular han sido publicados con ante-
rioridad para diferentes células y tejidos.
Debido a que cada linea celular tiene una
organizacién estructural diferente, estos
protocolos deben ser optimizados para
cada una de ellas. Las células de ovario de
hamster chino (CHO) constituyen la linea
celular de mamiferos mas empleada para
la produccion de proteinas recombinan-
tes, de ahi su gran importancia biotecno-
l6égica. Hasta ahora, pocos protocolos de
fraccionamiento celular han sido reporta-
dos para estas células. Por ello, el objetivo
del presente trabajo es el desarrollo de un
protocolo de fraccionamiento de células
CHO recombinantes productoras de un
anticuerpo monoclonal, para la obten-
cién de fracciones enriquecidas con orga-
nelos subcelulares. El fraccionamiento se
realizé6 mediante homogenizacion meca-
nica, y la combinacién de centrifugacién
diferencial e isopicnica.

Cada fracciéon se caracterizé mediante la
deteccion de marcadores especificos, re-
presentativos de cada compartimento ce-
lular, por ELISA, Western Blot y actividad
enzimatica. La centrifugacién diferencial
del homogenado celular permitié la ob-
tencién de citosol y precipitados celulares
de nucleo, mitocondria y microsomas. El
nucleo y citosol representaron cada uno
alrededor del 40% de las proteinas tota-
les. Cada precipitado celular se purificd
posteriormente mediante centrifugacién
en gradiente discontinuo de sacarosa. En
cada uno de ellos se detectaron y sepa-
raron tres componentes proteicos, en los
cuales se identificaron reticulo endoplas-
mico, Aparato de Golgi, mitocondria, nu-
cleo, lisosoma, peroxisoma y membrana
citoplasmatica. El presente protocolo per-
mite la obtencién de fracciones enrique-
cidas en organelos de lineas celulares de
CHO para la realizacién de futuros estu-
dios fisiolégicos, moleculares, celulares y
protedmicos.

SUBCELLULAR FRACTIONATION OF SUSPENSION CHO

EETIEAR

INTRODUCTION

Several protocols have been published for
subcellular fractionation of different cells [1-
4]. Differential and isopycnic centrifugation
techniques are commonly employed [5, 6].
Since each cell line has a specific cellular
organization, each protocol should be
evaluated separately. Analyzes  with
quantitative data of different compartments of
Chinese hamster ovary (CHO) cells are
scarce.

AIM OF THE STUDY

Establish a quantitative and reproducible
protocol to obtain enriched fractions of the
major subcellular organelles of suspension
CHO cells by differential centrifugation.

METHODOLOGY
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RESULTS
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Distribution of subcellular
organelles among obtained
fractions

SDS-PAGE of subcellular
compartments
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Microparticulas derivadas de plaquetas promueven o

activacion de monocitos y la expresion de citocinas pro-
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Introduccién.

El Dengue es una arbovirosis causada por

el virus dengue (DENV), que presenta un
espectro clinico amplio, desde una fiebre
moderada hasta las formas severas como el
Sindrome de Choque o la Fiebre Hemorra-
gica (Dengue Severo 6 DS), con incremento
en la permeabilidad vascular, hipovolemia
y trombocitopenia. Aunque la trombocito-
penia es un signo patognomaonico del DS, el
papel de la activacién plaquetaria en la pa-
togénesis del mismo se desconoce. Durante
la activacién plaquetaria, existen cambios
estructurales que dan origen a productos
de activacion celular como las microparti-
culas (MPs), que son vesiculas extracelulares
de 0.1 a 1 um, derivadas de la membrana
plasmatica. Las MPs de plaquetas (MPPs)
pueden favorecer una actividad pro-coagu-
lante, por la presencia de fosfatidil-Serina en
la superficie membranal e inducir un fenoti-
po pro-coagulante y/o pro-inflamatorio en
células efectoras como los monocitos. Los
monocitos-macréfagos son células diana
para el DENV, participando en la patogenia
del DS.

Hipotesis.

La activacion de monocitos humanos por
MPPs, durante la infeccién por DENV, puede
favorecer el establecimiento de transtornos
pro-trombéticos presentes en el DS.
Objetivo.

Evaluar la posible activacién de monocitos
por microparticulas derivadas de plaquetas
activadas por DENV.

Resultados. El DENV induce una activa-
cién plaquetaria, tanto a nivel morfolégico
(microscopia electrénica) como fisiolégico
(incremento de P-selectina) favoreciendo la
formacion de MPPs AnexinaV+ (Citomeria
de flujo) por la expresién superficial de fos-
folipidos anidénicos (Fosfatidil-serina). De-
tectamos la presencia de antigeno viral en
las MPPs. Evaluamos (mediante co-cultivos)
el efecto de las MPPs durante su interac-
cidon con monocitos humanos, observando
una activacion del monocito medida por

la expresién de citocinas pro-inflamatorias,
presente en los casos de DS (TNF-q, IL-8),
las cuales podrian favorecer la actividad
pro-coagulante que se reporta en los casos
de DS.
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INTRODUCCION

El dengue es una enfermedad transmitida por vector causada por cualquiera de los 4
serotipos del virus dengue (DENV-1 a DENV-4). De acuerdo a la OMS, 100 millones
de personas se infectan anualmente a nivel mundial. El Dengue presenta un espectro
clinico muy amplio, que va desde una ficbre auto-limitada hasta las formas severas
como ¢l Sindrome de Chogue o la Fiebre Hemorragica (Dengue Severo), que se
asocian con un aumento en la permeabilidad vascular, hipovolemia, hipotension y
trombocitopenia. Aunque la lmmbuulupl.nw es un signo patognomonico del dengue
severo (DS), el paps.l de la activacion plag ia en la | inesis del DS no se ha

do. Las plag son células ef especializadas y esenciales en
la hemostasia. Duranh. la activacion plag ia, se p bios morfologicos y
estructurales que pueden dar nn'gcn a pmduclns de activacion celular como son las
microparticulas (MPs). Las MPs, son un grupo heterogéneo de vesiculas de 0.1 a 1
wm, derivadas de la membrana plasmitica. Las MPs derivadas de plaquetas (MPPs)
pueden presentar actividad pro-coagulante, por la presencia de fosfatidil-Serina en la
superficie membranal, a su vez, pueden inducir un fenotipo pro-coagulante y/o pro-
inflamatorio en diferentes células efectoras como  los monocitos. Los monocitos-
macrafagos son células diana para el DENV, participando en la patogenia del DS,
En el presente trabajo nos propusimo evaluar la posible activacidn de monocitos
humanos por MPPs como un  fenémeno importante en los casos. de DS, que se
caracteriza por la presencia de transtomos pro-trombéticos. ¢ o

Monoate L

infectadny 0.0 /._..._.,
o o yeiscionm (L)

HIPOTESIS

La activacion de monoeitos humanos por MPPs, durante la infeccion por DENV, puede
favorecer el establecimiento de transtornos pro-trombdticos presentes en el Dengue
Severo.

DISENO EXPERIMENTAL

RESULTADOS

Activacion plaquetaria.
Para evaluar la activacion plag ia (obtenidas de donad SAN0s) en | ia tanto
de DENV, como del iondforo de caleio; Caleimicina A23187 (1mM) (control positive),
las plaquetas se estimularon con DENV2-indonesia (MOI=1), durante 2 h a 37°C, las
muestras anteriores (PT en presencia de agonista & DENV) se marcaron con un
anticuerpo anti-CD62P humano (P-Selectina) acoplado a PE. Las muestras fueron
analizadas mediante citometria de flujo. El andlisis se hizo tomando en cuenta los
pardmetros del dotplot con un tamaiio de 2 a ‘l wm, que corresponde al tamadio de las
plaquetas. rl B

e

MICROPARTICULAS DERIVADAS DE PLAQUETAS PROMUEVEN LA
ACTIVACION DE MONOCITOS Y LA EXPRESION DE CITOCINAS
PRO-INFLAMATORIAS, DURANTE LA INFECCION POR EL VIRUS

DENGUE.
Quiroz Elizabeth'!, Martinez Pedro Pablo !, Rodriguez-Murcia, Andrea C, Frayde Héctor, %
Monrroy Veronica', Corona Norma?, Ruiz-Ordaz Blanca '. :

1.- Se evalud la activacién plaguetaria mediante la deteccidn de P-selectina a las dos
horas, en respuesta a la estimulacion de las plaquetas tanto con DENV como con el
agonista A23187. Se pudo observar que DENV-2 favorece la deteccion de P-selectina
en las plaquetas estimuladas por dos horas, en comparacion con ¢l control negativo .

T

Ptetecting

Formacion de microparticulas derivadas de plaquetas activadas
por DENV.

2.- Una vez que observamos que durante la estimulacion plaquetaria con el DENV se
favorece la activacion, decidimos evaluar la formacion de otros productos de activacion
como lo son las microparticulas (MPs). La evaluacion de la formacién de
microparticulas se llevo a cabo mediante C:tumulna de F]u_|o (FACScan). Para ajustar
los pardmetros del dotplot para la adquisicion en el Ci de las MPs con un
tamanio de 0.1 a | micras, se utilizaron m]cmucrlas de poliestireno de 1um de didmetro.

§| Eamesn

o= -
& ‘d ('l”

Caraclenzsclén de las MPs derivadas de plaquetas.

3.- De acuerdo a los datos obtenidos por citometria de flujo de las m:cmparucl’lhd
derivadas de plaquetas (MPPs), se pudo d lap ia de fosfolipidos anidnicos
como la fosfatidilserina (PS), mediante anexina V, todas las MPPs que obtuvimos que
son derivadas de plaquetas estimuladas con DENV son MPPs AnV+. |

Activacion y expresion de citocinas pro-inflamatorias (TNF-a, [L-6 e [L-8) en
monocitos en interaccion con MPPs.

CONCLUSION
Se demostrd que el Virus Dengue induce una activacion plagquetari;
morfolégico (microscopia electronica) como fisiologico (increme:
favoreciendo la formacion de MPPs AnV+ (Citomeria de flujo). del
superficial de fosfolipidos anionicos (PS). Estas caracteristicas
favorecer la actividad pro-inflamatoria presente en los caso
evaluamos (mediante co-cultivos) el posible efecto de las MPP
con monocitos humanos, obscr\nndn quc se mducr:n una a

Wi el como la expresion de ci p
R T - enfermedad,
Dot plots que nuestran (A) I regidn correspondiente a las micraperlas de 3 um y (B) region para b adquisicion de
Referencias plaquetas.
1.-0ishi K, Inoue 8, Cinco MT, Dimaano E! M, Alera MT, Alfon A et al. Correlation between i d platelet iated IgG and thromboeytopenia in
2.- Siljander PR. Platelet-derived mic les - an updnh:d ive. Thromb Res. 20112 127 Suppl 2330—3
3.-Zahra S, Anderson JA, Stiding D, [udhm CA M particles, malj v and thrombosis, BrJ H 1. 2011; 152(8688-700.
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La formulacién de inoculantes bacterianos
con medios definidos puede tener como
ventaja la reduccion del riesgo de contami-
nacion del producto debido a la presencia
de nutrientes residuales durante el alma-
cenamiento en vida de anaquel (1). El me-
dio propuesto por Bergersen (1961) es uno
de los mas simples en cuanto al niumero de
componentes y es utilizado para el cultivo de
Rhizobium (2). A lo largo de los afos ha su-
frido distintas modificaciones como el cam-
bio de Na2HPO4 por K2HPO4 realizada por
Sherwood (3). Estudios en nuestro laborato-
rio han evidenciado que la concentracién de

La cuenta viable (1.7x109 UFC mL-1) obteni-
da con dicha formulacién fue seis veces ma-
yor a la que se logra con la concentracion de
K2HPO4 propuesta por Sherwood (0.2 g L-1).
La evaluacion de la vida de anaquel ha evi-
denciado que el tiempo de cosecha, es decir
la etapa del crecimiento del microorganis-
mo (exponencial o estacionaria) influyen en
la viabilidad, posiblemente por la diferencia
en la acumulacién de metabolitos de reserva
como PHB o glucégeno. También, el tiempo
de cosecha determina el numero de nédulos
que se forman por planta del frijol comun,
Phaseolus vulgaris. Se observéd que el inocu-

Introduction 62741, México.

Throughout the years, the defined medium proposed by Ber-
gersen (1961) has been proved with different carbon and nitro-
gen sources but the general salts composition practically has
been the same (table 3). One exception was the substitution of
Na;HPO, for K;HPO, evaluated by Sherwood (1970). Mannitol
and sucrose are the main carbon sources for industrial produc-
tion. However, those elements could be expensive for a propa-
gation media at large scale. Glucose is a cheaper carbon source
but the final cell concentration achieved could be limited when

Growth improvement of Rhizobium phaseoli in a novel defined
culture medium for use as a liquid inoculant formulation

Ramsés |. Garcia-Cabrera', Norma A. Valdez-Cruz', César F. Gonzalez-Monterrubio®, Mauricio

A. Trujillo-Roldan’

' Departamento de Biologia Molecular y Biotecnologia, Instituto de Investigaciones Biomédicas, Universidad Nacional
Autonoma de México, Ciudad de México, 04510; maurotru@biomedicas.unam.mx
? Biofsbrica Siglo XXI S.A. de C.V, Carretera México-Oaxaca Km 108, Col. Hermenegildo Galeana, Cuautia, Morelos

defined media is formulated without nutrients as yeast extract. A
general accepted quality criteria for liquid inoculants of rhizobia
is that cell concentration has to reach at least 10°cells mL"
(Deaker et al., 2016). The aim of this work was assay the growth
of R. phaseoli in the defined media with the general composition
proposed by Bergersen but with different K.HPO,4 concentrations
and glucose or succinate as carbon sources. The shelf life for
the best growth condition was also probed at three harvest
times.

Suecinat Growth kinetics Shelf life evaluation Nodulation
L1E8 —
] b Figure 3.- Number of nodules
—ra 4 . per Phassolus vuigars plant
~ i i e s N infected with the liquid inocu-
z / ,}’_‘ = s, T | lant formulated with 1.5 g L
i : A _\‘T L2 ) K:HPO, and glucose for the 20
] S “a g = £ 4 and 48 h harvest times, The
P e s = . { experiments  included  non-
[ ,{’4_“,-&-\‘."! _‘__3 | inoculated control (-} and &
i k\ . control with R phasaoli growth
woee s | | | | In TY medium. All experiments
N ¢ ’/‘-‘.“& d " were done for nine replicates.
o
3 / %
Kl
,l’f / & ".‘1 Table 1.- Kinetic and stoichiometric parameters for cultures of R
ZE ot 7 :

Substrate (g 1Y)

.
Fig. 1.- Growth evaluated as colony forming units, CFU mL” (a, b) anlr;uoplmal density Fig. 2.- Shelf life of R. “:::I;;;g‘: harvest at 20
li in shaking flask with defined me- (%), 24 (W) and 48 (&) h of culture time. Colony
forming units, CFU mL"' (a), optical density at 600
nm (b} and pH (c) behavior for samples stored in
1.5 mL Eppendorf tubas with 1mL culture medium
at room temperature (25 *C). The results are in-

at 800 nm (c,d} for
dium at 150 rpm and 30°C. The carben source consumption was evaluated by HPLC
for succinate (e) and biochemistry analyzer YSI for glucose (f), The K;HPO, concen-
trations evaluated for both carbon sources were 0.2{4), 0.5(W), 1.0 (A), 1.5 (@)y20
(X} g/L. The experiments were done for triplicate.

phaseoli in defined medium with diff K:HPO, and
glucose ar succinate as carbon sources. Specific growth rate (p), yield
biomass-substrate (Yyz=), specific substrate consumption (g,) and volu-
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dependen triplicate experiments.

Material and Methods

Medification of defined medium
KzHPO, concentration

Culture conditions
= Orbital shaking flasks (500 mL)
= 100 mL defined medium
= 150 spmat 30 °C
(gL"):02,05,1.0, 15,20

Growth quaniification ‘ Table 2.- Defined medium compasition used
= Call Form Colany (CFU mL ') by arop methad in this work. Succinale o glucose wers
+-Epeciophotomelrioaly (A.800 ninl) used as carbon sources. NH.CI was the ni-
trogen source. The K;HPO, was evalusled

at0.2,05 10, 1.5and 20 g L" concentra-

Table 3.- Histerical medifications of defined medium proposed by Nomis and firstly adjusted by Ber-
gersen. The table shows only the change in carbon, nifrogen and phosphorus sources

[ sowon o o [ Pt | St [ oy | Sy
f Carbon mannitol mannitol mannital succinate
Nitrogen KNO,

Conclusions

& (V512900 Biochamistry Anséyrsr

Substrate ‘ tions.

K2HPO4 propuesta por Sherwood limita el lante cosechado con 48 h de cultivo genera | Sk e Amms v e, B | i °%

.. . . , . i i MGHPC o Increasing 7.5 times the K:HPO,4 concentration with respect of
crecimiento de R. phaseoli al u§ar.la gluc,osa la mitad de nédulos que un cultivo cqsecha— ST \ W s e oVl o tion Dropaes by Shatiaot b B ail
como fuente de carbono. El objetivo de éste do con 20 h. La modificacién del medio defi- ‘ o ok NI ‘ i b cose as carbon source instead of mannitol, improved R.

. « 4. . . 7 . age * CFU, y. pH : ‘ S 9 =
trabajo fue evaluar distintas concentraciones ~ nido evaluada en éste trabajo ha permitido | o " i = e L e
. . os . . . carbon source X 2 4

de K2HPO4 en el medio definido utilizando mejorar la calidad del inoculante con respec- = — : azhe o carbon source did not alter the growth profile with respect of
glucosa y succinato, el dicarboxilato consu- to a la formulacién original. ‘ - Fiows winFabreun o ‘ TG v o0z the original formula. The harvest time influenced the viability in

: . p {E kit Spacionyen 008 shelf life probably due to the accumulation of intracellular re-
mido preferencialmente en el nédulo, como RATBFEREEE serve metabolites as PHB or glycogen.
fuenteS de CarbonO. Se encontré que Ia méXi- 2) Ml.:ttu”l F(>20d1 6)' MicrObiaI InOCUIantS in SUStainable B;rgerssrs 1F4J3:119§61(JJ The growth of Rhizobium in madum, A Journal of Biclogical En::amacucr:osj:ssu?nﬁ .Wullr??s :dlsgd%‘geé (1995), Fermentative and Aerobic Metabolism in Rhizobium

. . Loa ricultural Productivity. 1:181-196. fadass. 14340- . Afl voure: b Sidtanioiogy, 374 3a8:
ma Cuenta Vlable (U FC mL_1 )’ denS|dad optl_ (2? Bergersen (1 96‘] ). Auystral. J. Biol' Sci. ]4.349_360. %&ian;gae;—ijg% (1974). R factor transfer in Rhizobium leguminesarum. Journal of Ge.mer'a.r Micrabiology. rtoor:résss.s%atw&s:. The role of calcium and magnesium in the nutrition of Rhizebium. Aust. J. Agnc. Res.
Ca (DO600nm)’ Velocidad eSpeCI’ﬁCa de Creci— (3) Sherwood (1 970). J. Appl. Bact. 33:708_7‘] 3' I::rEC:kIeF:‘:Im:igl::‘:mg:;n;l!gh;;a?dg:_?ﬁl;_l:;éan]a N. (2018). Inoculant production and quality con- %l‘:.lesl‘.\v\-'bud M.T. (1870), improved synthetic medium for the growth of Rhizobium. J. Appl. Bact, 33 708-
miento, y rendimientos biomasa-sustrato se (4) Beringer (1974). J. Gen. Microbiol. 84:188-198. Acknowledgement
' This work was partially financed by Consejo Nacionai de Ciencia y Tecnologia (CONACYT, www. cyt.mx/. projects 178528, 247473 and 230042). RIGC thanks the scholarship CONACYT 220150

alcanzan cuando el medio se formula con 1.5
g L-1 de K2HPO4 y glucosa.
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A. vinelandii cultures grown in orbitally
shaken flasks usually operate under oxy-
gen limited conditions [1-2]. This bacte-
rium has shown that its growth, alginate
and PHB production change depending
on the oxygen availability when growing
in submerged liquid cultures [1-3]. As an
alternative, new mixing technologies are
an interesting solution. Recently, the re-
sonant acoustic mixer (RAMbio) exhibi-
ted an enhanced performance to supply
oxygen for shaken flasks cultures of E. coli
when compared with the orbital mixed
[4].

The RAMDbio system generates a high in-
tensity axial mixing pattern of the culture
inside the flasks, along with small bubbles
and droplet formation [4]. Consequently
the acoustic mixing could sustain a high
oxygen supply to the liquid broth.
However, it is also necessary to consider
its effect over the rheological features of
the cultures due to the exopolysacchari-
des accumulation.

In the present work, we aimed to evalua-
te the A. vinelandii culture performance
under resonance acoustic mixing at diffe-
rent shaking frequencies. We found diffe-
rences of the growth, sucrose consump-
tion, PHB and alginates production, as
well as differences DOT profiles between
these cultures and the orbital shaken flas-
ks cultures previously reported. Interes-
tingly a non-oxygen limited culture in a
shaken flask was observed in the cultures
growing at the highest shaking frequen-
cy (20 g) which was accompanied with a
high alginate accumulation (~9 g/L). Fur-
thermore, rheological features of the cul-
ture broth are being analyzed.

1. Castillo T, et al. (2013) Process Biochem;48(7):995-1003.
2. Milldn M, et al. (2016) Process Biochem;51:950-8.

3. Pefa C, et al. (2011) Process Biochem;46:290-7.

4. Reynoso-Cereceda GI, et al. (2016)

Biochem Eng J;105:379-90.
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INTRODUCTION

A vinelandii cultures grown in orbitally shaken flasks usually operate under
oxygen limited conditions [1-2]. This bacterium has shown that its growth,
alginate and PHB production change depending on the oxygen availability
when growing in submerged liquid cultures [1-3). As an alternative, new
mixing technologies are an interesting solution. Recently, the resonant
acoustic mixer (RAMbio) exhibited an enhanced performance (o supply
oxygen for shaken flasks cultures of E. coli when compared with the orbital
mixed [4].

The RAMbio system generates a high intensity axial mixing pattern of the
culture inside the flasks, along with small bubbles and droplet formation [4].
Consequently the acoustic mixing could sustain a high oxygen supply to the
liquid broth. | , it is also

y to consider its effect over the
rheological features of the cullures due to the exocpolysaccharides

accumulation, like alginate production by A. vinelandii cells.

e >3

jii cultures in flasks shaken at

In the present work we aim to evaluate the perfi e of A vi

different shaking frequencies by Resonant Acoustic Mixing technology.
P

METHODOLOGY

0 5% - Biomass (COW-PHB)
* Sucrose g o ,
- PHB = ¥ =k

+  Alginate fonl %
. Do‘rg o Rheology == ?k
+ pH | | Lt

1, Culture kinetics

A. vinelandi cells FTIR . A iy
MIG = Ago/Argso | {

RAM: 520 g

OTR = kpa(C" = Cp)

2. Oxygen transfer in

pseudoplastic fluid by RAM kya = f(alginate concentration) RAM: 520 g /

1. Culture kinetics

Mean and standard deviation two independent cultures.

=3

(L)
~
n

L)
Rheclogical features of the cultures of alginate-producing Typical ATR-FTIR

Aovinefandy cultures grown in flasks by RAMbio system at shaking frequencies between 5 and 20 g.
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Avinglandii in flasks shaken by RAMbio (5-20 g)

cultures in the RAMbio system and MIG ratio (5-20 g)

of alginate by A

2. Oxygen transfer in

i 3.{ #Hoe o= f 100{— | L pseudoplastic fluid by RAM
s o
§ 08 1 - * * b | T 20 @ K,a as a function of the concentration of high-viscosity algal sodium
- § ; s 9 5 alginate solution in flasks shaken at different frequencies by RAMbio.
E i =15g 2
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In the present study, RAM showed its oxygen transfer potential for cultures 1. Caslilo T, Heinzle E, Peifer 5, Schneider K. (2013) Process Biocherm 48(7).995-1003
that be 5 4 5 dui : A \ 2. Milan M, Segura D, Galindo E, Pefia C. (2016) Process Biochem,51:950-8.
o gy e ng cultivation, ina A, vinelandii to
co uring = 3. Pefia C, Galindo E, Buchs J. (2011) Process Biochem,46:290-7.
have a high accumulation of alginate (~9 g/L), without any observable 4. Reynosa-Cereceda G, Garcia-Cabrera RI, Valdez-Cruz NA, Trujilo-Roldan MA. (2016) Biochem Eng J,105:379-90.
oxygen limitation, that was shown for the first time in shaken flasks (at a
highest shaking frequency of 20 g). \\
Moreover, the effect of viscosity on the oxygen transfer rate is similar to that ACKNOWLEDGMENT
observed in stired tank bioreactors and does not correspond to the “Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia® CONACYT (178528, 247473, 230042 and 220795), and "Programa de Apoyo
previously reported effect of viscosity in orbital shake flasks . aP de igacion e it ica, UNAM® (PAPIT-UNAM IN-208415 and IN-209113), /
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El sistema de expresiéon termoinducible
es una de las estrategias mas estudiadas
para la produccién de proteinas recombi-
nantes en Escherichia coli. Una de las ven-
tajas de este sistema es que no requiere
la adicion de inductores quimicos y se
minimizan riesgos de contaminacion por
manipulacion del cultivo. Sin embargo,
el estrés generado por el aumento de la
temperatura afecta el crecimiento celular
y activar la respuesta de choque térmico
(HSR). El objetivo principal de este trabajo
fue analizar los parametros de crecimien-
to de una cepa recombinante de E. coli, asi
como los niveles de produccién del anti-
geno ESAT-6 de Mycobacterium tuberculo-
sis y de algunas proteinas de choque tér-
mico, usando un sistema termoinducible.
Adicionalmente, se evaluaron algunas
caracteristicas de los cuerpos de inclusion
que contienen la proteina recombinan-
te. Para lograr este objetivo se llevaron a
cabo cultivos de la cepa recombinante E.
coli ATCC 53606 en matraces agitados de
250 mL y en biorreactores de 1.2 L, pro-
bando diferentes temperaturas de induc-
cion.

La expresion de las proteinas fue determi-
nada por SDS-PAGE y Western blot, mien-
tras que los agregados fueron sometidos
a degradacion enzimatica con proteinasa
K.

Los cultivos inducidos térmicamente
(39°C y 42°C) alcanzaron una biomasa
maxima menor que los cultivos sin indu-
cir (30°C). En los matraces, la glucosa no
se consumidé totalmente, el acetato se
acumuld, hubo limitacion de oxigeno y
disminucién en el pH. Mientras que en los
biorreactores, donde el pH y el oxigeno
disuelto estaban controlados, la gluco-
sa se consumio por completo y el aceta-
to acumulado fue asimilado como una
segunda fuente de carbono. La proteina
recombinante ESAT-6 formd cuerpos de
inclusion y las chaperonas moleculares
(DnaK/J y GroEL/ES) se expresaron dife-
rencialmente en las fracciones soluble e
insoluble. Finalmente, los cuerpos de in-
clusién de ESAT-6 obtenidos tras termoin-
duccién fueron menos resistentes a la de-
gradacion por proteinasa K.

The early secreted antigenic target-6 (ESAT-6) of M. tuberculosis has been [

To analyze the metabolic response of a thermo-inducible strain of E. coll
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Evaluation of molecular and metabolic events during
recombinant protein production in Escherichia coli with a
thermo-inducible system

'Umdad 5 Bicprn Deparlarnento de Biologia |
Bnamédncas UNAM Ci

INTRODUCTION

proposed to be used as part of a vaccine or diagnosis of Tuberculosis’. One of
the strategies to improve industrial production of recombinaent proteins in E.
cofi is the expression system induced by temperature, becaus it's based on

finely regulated promoters and the use of chemical inducers is avoided?
However, the increase in temperature represents a decrease in cell growth and
| ¥ -.n—-ulv -‘;—‘n-d M'-—lh

activation of bacterial heat shock response (HSR)®. These molecular events
have been studied in separate contexts, but it converge in the activation of | |[EESET——— R
chaperones and proteases genes, maintaining cellular homeostasis®. ¥ 5 ® %9 ["‘“‘ e]
. 'f Frah
— -] N . =
|

OBJECTIVE
RESULTS

evaluate expression of recombinant ESAT-6 using different therma-ind
& ¥ ; B. BIOREACTORS

strategies.

METODOLOGY
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+ The growth of recombinant E. coli decreased in cultures at 39°C and
42°C compared to the cultures without induction (30°C), which can be
attributed to the thermal stress and metabolic burden.

« In shake flasks, the accumulation of acetate was observed. While in
bioreactors, the residual acetate began to be consumed at the end of
the culture like alternative carbon source. .

« In thermoinducible systems, a ‘metabolic” stress represented by
limitation of carbon source in bioreactors and limitation of oxygen, pH
decrease and overflow metabolic in shake flasks is presented.

+ The yield of rESAT-6 produced in the temperature-inducible expression
system (190 mg/L in shake flasks and 250 mgiL in bioreactor) was two
magnitudes higher compared to the chemically-induced system J

reported in literature. Comparative SDS-PAGE and Western Blot of soluble proteins and inclusion bodies obtained at 24 h of

culture in A. Shake flasks and B. Bioreactors using a thermo-inducible system. The protein rESAT-6

e —: = o TR e *  lwas founded in inclusion bodies.
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Introduccion.

El Dengue es una arbovirosis causada por el
virus dengue (DENV). El espectro clinico va
desde sintomas inespecificos hasta los casos
severos como hemorragia, extravasacion de
plasmay compromiso grave de 6rganos, que
incluye dano al sistema nervioso central (en-
cefalitis). Actualmente se han incrementado
los casos de Dengue Severo (DS) con afecta-
cion neuroldgicas, tanto en Dengue, como
en otros Flavivirus (como Zika). Durante la
infeccién por DENV de células diana (macro-
fagos, endotelio vascular) se generan vesicu-
las extracelulares, como las microparticulas
(MPs), las cuales participan en la comunica-
cion intercelular. En el DS, las MPs han sido
utilizadas como indicadores de riesgo, aso-
ciandose en la patogenia del Dengue hemo-
rragico. Sin embargo, aun no se ha estudiado
su participacion en el dano endotelial (como
el de la barrera hematoencefalica -BHE-).
Objetivo.

Evaluar si las MPs producidas por el endote-
lio vascular de BHE, podrian tener un papel
importante en la neuropatogénesis asociada
a los casos de encefalitis por DENV.

Métodos.

MPs derivadas de células de la BHE infectadas
con DENV (MPE-DENV) fueron inoculadas en
co-cultivos en sistema Transwell. Se evalua-
ran los cambios en la permeabilidad endote-
lial por transmigracién de fluorocromos. Se
determinara un posible mecanismo de afec-
tacion a la permeabilidad por Western-Blot.
Resultados.

La infeccion por DENV induce la activaciéon
de BHE con sobre-expresién de moléculas
de adhesion (ICAM-1) e incremento de MPE-
DENV en comparacion con células no infec-
tadas 72h post-infeccién.

Discusion.

La activacion del endotelio cerebral con
DENYV, incrementa la produccién de MPE en
células de la BHE, lo que in-vivo, podria favo-
recer un proceso de activacion de células ad-
yacentes como aquellas que forman la uni-
dad neurovascular. Estas MPEs podrian ser
mediadores de neuroinflamacion y de proce-
sos de adhesidn celular favoreciendo las ma-
nifestaciones caracteristicas de la Encefalitis
por Dengue.
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Infroduccion Resultados
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Figura 1. Porcentaje de células DENV+
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al sistema nervioso central (encefalitis).
Actualmente se han incrementado los casos de
Dengue Severo (DS) con afectacion neurolégicas,
tanto en Dengue, como en ofros Flavivirus (como
Zika).
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Las células endoteliales de la BHE son susceptibles a
linfeccién con una MOI de 5. La activacién del
\endotelio de BHE por infeccion con DENV, incrementa |

la expresion de moléculas de adhesion (ICAM-1) y la

produccién de MPE 24h post-infeccion. Estas MPE
llevan en su superficie PE-CAM y Fosfatidilserina. El

Sin estimiudo |- . + MPE-DENV

Caracteritacidn de MPs

== Modelo Transwell

= ] proceso de produccion de MP derivadas de células
| — : [ infectadas, podria favorecer la activacion de células
- g | | |adyacentes como aguellas que forman la unidad
B =] | Fesoion | oo neurovascular in-vivo. Estas MPEs podrian ser
| e.cadnerina mediadores de neurcinflamacion y de procesos de
adhesion celular favoreciendo las manifestaciones
|caracteristicas de la Encefalitis por Dengue.
- Gubler, D, . E., Vasudevan, 5. & Farrar, J., 2014, Dengue and Dengue Hemarhagic Fever. Boston: CABI,
- Ramos. C.|§ ofgos, 1998. Dengue virus in the brain of a fatal case of hemonhagic dengue fever. Jounal of Neurovirology.

- Punyadee @, Wotros. 2015, Microparticles provide a novel biomarker to predict severe clinical outcomes of Dengue virus infection. Joumal of Virology. CdMx, Septiembre, 2017
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Rhodobacter sphaeroides es una alfapro-
teobacteria con dos conjuntos completos
de genes flagelares. Uno de estos conjun-
tos (Fla1l) se expresa constitutivamente
en condiciones de crecimiento de labo-
ratorio. Las proteinas codificadas por los
genes flagelares que pertenecen a FlaT,
ensamblan un unico flagelo subpolar. En-
tre dichas proteinas, se encuentra MotF,
la cual cuando es inactivada produce un
fenotipo Mot- (las células son capaces de
ensamblar un flagelo pero no pueden ro-
tarlo).

Utilizando la secuencia de MotF en una
busqueda de BLAST, se pueden observar
algunos residuos altamente conservados
en la region C-terminal. Como objetivo
general se plantea el caracterizar sitios
de union e interaccién de MotF con otras
proteinas flagelares.

Esto mediante la generacion de cepas
con mutaciones puntuales en dichos re-
siduos conservados, esto para observar
alteraciones en el fenotipo de nado y la
localizacion de la proteina en la base del
flagelo.

En este trabajo obtuvimos versiones mu-
tantes de MotF que modifican especifica-
mente residuos conservados. El reempla-
zo de tres residuos de prolinas diferentes
no afectd a la funcion de MotF de mane-
ra individual, sin embargo, dicho feno-
tipo si se alteré cuando los tres residuos
se mutaron en una misma copia, con lo
cual concluimos que dicha version afecté
la estructura y el plegamiento de la pro-
teina, restringiéndola de interactuar con
otras proteinas. Por otra parte, también se
generaron mutantes en la tirosina 238 y
prolina 239, donde se observo que la pro-
teina es incapaz de localizar y genera un
fenotipo Mot-. Sugerimos que estos re-
siduos son relevantes para la interaccion
con otras proteinas flagelares.

Memorias 2017

Introduccion

El flagelo bacteriano es un complejo motor rotativo complejo
impulsado por el potencial electroquimico. La parte giratoria del
motor incluye el aparato de exportacion, el anillo C, la varilla, el
gancho y el filamento. El estator es un canal de protones que acopla
el flujo de protones con la generacion de torque por medio de los
complejos MotA y MotB (Figura 1a).

Rhodobacter sphaeroides es una alfa-proteobacteria con dos
conjuntos completos de genes flagelares. Uno de estos conjuntos
(Flal) se expresa constitutivamente en condiciones de crecimiento
de laboratorio. Las proteinas codificadas por los genes flagelares
que pertenecen a Flal, ensamblan un unico flagelo subpolar (Figura
1b). Entre dichas proteinas, se encuentra MotF, la cual cuando es
inactivada produce un fenotipo Mot-, donde las células son capaces
de ensamblar un flagelo pero no pueden rotarlo (Figura 1c).

MotF codifica un polipéptido de 239 aminoacidos. El analisis de la
secuencia primaria de MotF predice un segmento transmembranal,
que se extiende desde los residuos 54 a 74, que esta flanqueado por
zonas que predicen motivos con potencial para formar Coiled Coils,
y una region periplasmica larga no estructurada en el C-terminal
enriquecido en lisinas, argininas, alaninas y prolinas de los residuos
213 a 239 (Figura 1d). Estudios recientes han demostrado que la
delecién de los dltimos codones de motF produce un fenotipo Mot-,
revelando la importancia de esta region como posible sitio de
interaccion con otras proteinas flagelares.

Utilizando MotF como una secuencia de consulta en una busqueda
BLAST, otras secuencias de la familia rhodobacteraceae son
recuperadas, presentando algunos residuos altamente conservados
en la region C-terminal (Figura 1e).
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F 239
213
* 260
230
an
P 263
254
265
TFP 265
FF 270
245
276
275
266

E Rhodobacter sphoeroides 205
Rhodobacter johrii 204 ERAPA
Thalassecoceus holodurans 227 (T

Roseovarius mucosus 191
Planktomaring temperats 224 11
Nereida ignava 322 Lo®

Thalassobius geletinoverus 230
Celeribacter marinus 224
Lentibacter algarum 224
Octodecabocter arcticus 228
Puniceispirillum marinum 227
Loktanella vestfoldensis 234
Thalassobacter stenotrophicus 214
Octodecobacter antarcticus 220

Figura 1|Flagela Bacteriano. a, Esquema de los componentes proteicos del flagelo bacteriano; b,
Microscopia electronica de la cepa silvestre W58; ¢, Ensayo de capacidad de nado de la cepa
silvestre WS8 v la cepa AMotF; d, Analisis de la estructura secundaria de la proteina flagelar MotF;
e, Alineamiento de secuencias Itado de la b da en BLAST utilizando la secuencia de MotF,
los residuos sefialados con (*) son los que se encuentran mas conservados en la familia
rhodobacteraceae.

Objetivo

Como objetivo general se plantea el caracterizar sitios de unién e
interaccion de MotF con otras proteinas flagelares.

Esto mediante la generacién de cepas con mutaciones puntuales en
dichos residuos conservados, esto para observar alteraciones en el
fenotipo de nado y la localizacion de la proteina en la base del
flagelo.

Resultados y Discusion

En este trabajo se obtuvieron versiones mutantes de MotF gue
sustituyen especificamente residuos conservados, esto mediante la
técnica de mutagénesis dirigida, los productos resultantes fueron
clonados en el vector pRK415, el cual se conjugd en la cepa AMotF,
esto para analizar unicamente el fenotipo de las copias mutantes. El
reemplazo de tres residuos de prolinas diferentes por alaninas, no
afectd a la funcién de MotF de manera individual, dichas mutantes
presentan un fenotipo Mot+. Se generaron mutantes dobles
combinando las mutaciones de las tres proilnas anteriores en una
sola copia, dichas mutantes presentaron el fenotipo anterior ,Mot-.
Sin embargo, el fenotipo se revirtio cuando los tres residuos se
mutaron en una misma copia, lo cual puede sugerir que dicha
version afectdé posiblemente la estructura y el plegamiento de la
proteina, restringiéndola de interactuar con otras proteinas.

Figura 2|a, Ensayo de
capacidad de nado; b,
Western blott.

WSBAMatF VR 30 238 239 229

B - ZZZCZ- & - = =
Por otra parte, con base en el alineamiento mostrado en la figura
le, se generaron nuevas versiones mutantes en la tirosina 238 y
prolina 239 utilizando la misma técnica de mutagénesis dirigida
mencionada anteriormente. La primer mutante que se realizé fue la
de sustituir el codén que codifica para la tirosina 238 por un coddn
de STOP. Esta version mutante presenté un fenotipo Mot-.
Posteriormente, esta version de MotF se fusioné a la proteina
fluorescente GFP, para asi poder observar de manera in vivo la
localizacién de MotF en la base del flagelo, dicha localizacién no fue
observada, lo cual sugiere que los Ultimos residuos son relevantes
para la correcta localizacion de la proteina y sugiere los posibles
sitios de interaccidon con otras proteina flagelares, como Flgt, la cual
se sabe que en su ausencia MotF es incapaz de localizarse.
Figura lla. 4 F
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Posteriormente, se decidié generar nuevas mutantes de sustitucion
en los Gltimos dos residuos de MotF en lugar de la delecion de los
mismos. Ambos residuos (tirosina 238 y prolina 239) fueron
sustituidos por alaninas y glicinas, en combinacién (AA y GG), y de
manera individual (YA, AP, y GP). Todas las mutantes resultaron en
un fenotipo Mot-, sin embargo al realizar un ensayo de western
blott no se observo sefial de la proteina en las versiones AA, AP, AA
y GG. Unicamente hay sefial de la proteina en la versién YA, por lo
cual se decidio fusionar esta version a la proteina GFP. Resultado de
esta fusién, se observé que en la mayoria de la poblacién no hay
localizacidn de MotF, sin embargo, en algunas células si se observa
un punto de localizacién, lo cual sugiere que el fenotipo observado
(Mot-) si es efecto de la versién mutante de MotF en la tirosina 238,
ya que la proteina es estable y ademas la proteina tiene cierta
capacidad de localizarse pero no es funcional. Ademds se generaron
nuevas mutantes sustituyendo la tirosina por otros aminodcidos
aromaticos como fenilalanina, histidina y triptéfano, las cuales
revirtieron el fenotipo Mot-, siendo estas capaces de nadar y de
localizar, confirmando los resultados anteriores.

Conclusiones

Con los resultados obtenidos en este trabajo se concluye que los dos
Ultimos residuos de MotF son relevantes para la localizacién de la
proteina y se propone como posibles sitios de interaccidn con otras
proteinas flagelares, posiblemente FlgT.
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La mineria gendmica ha demostrado ser
una herramienta util en la busqueda de
nuevos metabolitos secundarios con activi-
dad de interés farmacéutico. Los actinomi-
cetos endofitos de plantas, representan un
excelente blanco para la aplicacion de esta
técnica debido a su gran potencial para
producir metabolitos de interés farmacéu-
tico. Recientemente, en nuestro grupo de
trabajo se aislaron diferentes actinomice-
tos endéfitos del arbol del Cuachalalate.
El objetivo del presente trabajo fue aplicar
la técnica de mineria gendmica sobre una
de estos aislados con potencial bioactivo,
seleccionar y expresar uno de sus cluste-
res metabolicos para después probar la
actividad biolégica del producto formado.
Por medio de la técnica de 16S ribosomal,
se identificé a la cepa elegida como Strep-
tomyces champavatii LO6.

El genoma de la cepa fue secuenciado y en-
samblado en 13 clusteres con un total de
casi 7. Por medio de los programas antiS-
MASH 4.0, BAGEL y PRISM, se encontraron
19 clusteres de genes para la producciéon
de metabolitos secundarios, de los cuales 7
fueron adjudicados al grupo de las bacte-
riocinas.

Por su novedad, se eligio el cluster para
una bacteriocina tipo lll. El gen del pro-
péptido se expresdé de manera heteréloga
en Escherichia coli Rosetta (DE3) en el plas-
mido pET22b. Por WesternBlot se detecté
la expresidn de la proteina en la fraccion
no soluble del lisado celular. Mediante zi-
mogramas se pudo probar la bioactividad
contra Micrococcus luteus y Streptomyces li-
vidans. Esta es la primera bacteriocina tipo
[ll de Streptomyces con actividad antibioti-
ca potencial. Nuestro estudio confirma la
utilidad de la mineria genémica en el des-
cubrimiento de nuevas moléculas con po-
tencial farmacéutico como la bacteriocina,
que hemos denominado champamicina.
Ademas de su aplicaciéon a microorganis-
mos del suelo y del agua, la técnica ofrece
grandes perspectivas para su explotacion
en microorganismos aislados de ambientes
no convencionales como los endéfitos de
plantas.

Departamento de Biologia Melecular y Biatecnologia, de

Vazquez-Herndndez Melissa*, Maldonado- Carmona N|d|a Sanchez Esquivel Sergio.

one as, Universidad Nacional Autdnoma de México,
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Gracias a la mineria gendmica ha sido posible encontrar una bacteriocina tipo Ill con potencial actividad antibié-

fica en el genoma de Streptomyces

champavatii L06, endofito aislado del arbol mexicano

“Cuachalalate” (Rodriguez Karol et al, en revision). La bacteriocina, denominada champamicina, demostro tener

X &:’ actividad contra las paredes celulares de Micrococcus luteus y Streptomyces lividans.

OBIJETIVO

Streptomyces champmeatii LOE

METODOLOGIA

* Ensamble y - ..

alineamiento

* Busqueda de _molecular » Zimogramas contra
clusteres: * Clonacidon en E. coli Micrococcus luteus y
antiSMASH, Rosetta con pET22b Streptomyces
BAGEL, PRISM « Expresion a las 6H lividans

con 1.5% etanol;
induccién 1 mM IPTG

Bioinformatica

RESULTADOS

1. Ensamble y anotacién

La secuenciacion fue llevada acabo por PacBio single molecule real-time

(SMRT) sequencing. El ensamble fue hecho con RS-HGAP2 en SMRT Por-

tal y la anotacion con RAST [1] y PRODIGAL [2].

CARACTERISTICA

Streptomyces
champavatii LO6

Contigs 13

Tamario del genoma (bp) 6,887,193
Contenido GC (%) _ 73.05
7,513
64
21
Sistema CRISPR ik
Genes de factores de virulencia 3
Genes para resistencia a antibioticos 4

Tabla 1. Resumen del ensamble y la anotacion de Streptomyces champavatii LOG .

2. Busqueda de clisteres
biosintéticos

Se encontraron 19 clusteres bio-
sintéticos en total con las herra-
mientas en linea de antiSMASH
4.0, BAGEL y PRISM.

®PKS|

B LASSOPEPTIDO
BARS = TIOPEPTIDO
= PKS I = OTROS
= TERPENO

m BACTERIOCINA
® SIDEROFORO

MIXTO Grafico 1. Clisteres biosintéticos de Streptomyces
champavatii LOG
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| Aplicar la técnica de mineria genémica sobre una de estas cepas aisladas, expresando
uno de sus clusteres metabdlicos y probando la actividad del producto metabélico

3. Bacteriocina tipo I

Se encontrd un claster genes de 10 kb cuyo producto puede ser una bac-
teriocina tipo lIl. El clister contiene dos genes: gen del propéptido y un
gen para transportar carbohidratos. La secuencia protéica contiene 3 do-
minios funcionales.

Transportador de
carbohidratos

6246163 bp e (@ 5256163 bp

Bacteriocinatipo Il

Dominios en la proteina

PS
laa = Transglicosilasa Peptidasa M23 440 aa

4, Expresion y bioactividad

| Se clond el segmento de 1250 pb del gen del propéptido en el plasmido

pET22b y se expreso en E, coli Rosetta. Se obtuvd la proteina en la frac-
cién no soluble del lisado celular. Por medio de zimogramas de células vi-
vas y lisados celulares se pudo evaluar la bioactividad.

Figura 2. A) PCR del gen del propeptldo B) Clonacion del fragmento obtenido en pET22b.
C) WesternBlot; D) Zimograma células vivas; E) Zimograma lisado celular. 3 y 4, Peso maole-
cular. 2 y 5, control positive para WB con cola de histidinas. 1, 9, 10, 11, 12, bacteriocina en
fraccién insoluble. 7, pET22b. 8, fraccién soluble. 9 y 11, actividad contra M. luteus. 10y 12
actividad contra 5. lividans

'CONCLUSION

1500 bp
1000 bp

o La mineria gendmica fue una técnica Util para el descubrimiento de
nuevos clisteres biosintéticos. Por medio de ésta, se pudo encontrar la
primera molécula tipo bacteriocina lll en Streptomyces.

o0 Se logré expresar una bacteriocina tipo 11l de Streptomyces en E. coli.

oo Se probd la actividad de dicha bacteriocina contra la pared celular de
dos bacterias.
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Introduccion.

El evento vascular cerebral (EVC) es la seqgun-
da causa de muerte en el mundo, y una de las
principales causas de discapacidad grave en
adultos. Los eventos neuroinflamatorios (NI)
agudos posteriores al EVC tienden a restaurar
el dano inducido por la isquemia. En contraste,
la NI sostenida puede extender el foco isqué-
mico y el daho cerebral asociado. En nuestro
grupo de investigacién hemos demostrado la
alta eficiencia de la administraciéon de gluco-
corticoides por via intranasal para controlar la
NI.

Objetivo.

En este trabajo evaluamos una nueva interven-
cién de baja invasividad y efectos colaterales
negativos de potencial interés para incorporar
al tratamiento del evento cerebral isquémico
tendiente a reducir la NI sub-aguda post-is-
quémica a través de la administracién intra-
nasal (IN) de dexametasona en un modelo de
oclusién transitoria de la arteria cerebral media
(t-MCAO).

Metodologia

Ratones C57BL/6 machos fueron sometidos a
cirugia de t-MCAO por 60 min.

Doce horas posteriores a la reperfusion, se tra-
taron IN con una dosis Unica de DX (0,25 mg/
kg) o solucioén salina. Se registré diariamente la
mortalidad, signos clinicos, y el dafo tisular se-
cundario asociado al EVC durante los siguien-
tes 7 dias.

Resultados

La administracién de DX redujo significativa-
mente el nUmero de ratones que murieron du-
rante los 7 dias posteriores a la t-MCAO (8/15
versus 1/10, P = 0,04). El tratamiento con DX re-
dujo significativamente los signos de afeccion
neurolégica, que se evaluaron utilizando una
escala simple de 7 puntos, segun lo reportado
en trabajos anteriores. La DX redujo el dafo
tisular asociado a edema cerebral, la necrosis
isquémica focal y el infiltrado celular.
Conclusiones

Este estudio sefala al tratamiento de la neu-
roinflamacién sub-aguda asociada a t-MCAO
como una intervencién efectiva para reducir la
extensién del dafo asociado a un evento vas-
cular isquémico.
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Introduccién

EI evento vascular cerebral (EVC) es la segunda causa de muerte en el mundo, y una de las principales causas de discapacidad
grave en adultos. Los eventos neurcinflamatorios (NI) agudos posteriores al EVC tienden a restaurar el dafo inducido por la isquemia.
En contraste, la NI sostenida puede extender el foco isquémico y el dafio cerebral asociado. En nuestro grupo de investigacién hemos
demostrado la alta eficiencia de la adminisiracién de glucocorticoides por via intfranasal para confrolar la NI.

Objetivo: Evaluar una nueva infervencién de baja
invasividad y efectos colaferales negativos de potencial

Interés para incorporar al tratamiento del evento cerebral Disefio ; e S S M S —
Isquémico tendiente a reducir la NI sub-aguda post- experimental oo wouss
isguémica a fraves de la administracién intranasal (IN) de -

dexametasona en un modelo de oclusién transitoria de la
arteria cerebral media (-MCAQ).

Metodologia

Rafones C57BL/é ; fueron somelfidos a cirugia de {-MCAO por 60 min. Doce horas posteriores a la reperfusion, se frataron IN con una dosis
Unica de DX (0,25 mg/kg) o solucion salina. Se registré diariomente lo mortalidad, signos clinicos, y el dario tisular secundario asociado al
EVC durante los siguientes 7 dias. Adicionalmente, se observo la expresién de IBA-1 y GFAP en ratones fratados y no fratados con DX y se
observé la distribucion del farmaco en el cerebro de ratones sanos a las 24 horas mediante inmunofluorescencia.

Dosis unica de intranasal adi trada 12 hrs dh 5

Resultados de la reperfusion teduce la mortalidad La d

12 hrs despuds de la reperfusién reduce el
volumen de infarta
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Dosis tnica de dexametasona intranasal administrada ;
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Dosks tnica de dexametasona intranasal
administrada 12 hrs después de la reperfusion
reduce las dreas isquémicas e infiltracian celular

La desametasona intranasal sdminttracs
12 hrs despuds de la repertusion reduce la expresidn
de GFAP a los 7 dias
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La sdministracidn intranasal de dexametasona et mas eficiente
para alcanzar los vasos sanguineos cerebrales on comparacion
con La administraciin sistémica & las 24 horas
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Conclusién Este estudio senala al tratamiento de la neurcinflamacion sub-aguda asociada a t-MCAO como una intervencion efectiva
para reducir la extension del dafio asociado a un evento vascular isquémico.
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Los neutréfilos o leucocitos polimorfonu-
cleares (PMN) son la primera linea de de-
fensa contra las infecciones.

Una caracteristica distintiva que presen-
tan los PMN es la presencia de multiples
granulos en su citoplasma, los cuales
contienen proteinas microbicidas, que el
PMN emplea para destruir a los patoge-
nos. Al presentarse una infeccién, los PMN
rapidamente acuden para eliminarla, em-
pleando estrategias como la fagocitosis,
la degranulaciéon y la formacion de NETs
(del inglés neutrophil extracellular traps).
Las NETs son estructuras compuestas de
un esqueleto de cromatina decorado con
proteinas granulares, en las cuales los pa-
tdgenos son atrapados y comienzan a ser
degradados, impidiendo su diseminacion.
Para poder montar una respuesta frente a
una infeccién, los PMN deben ser capaces
de reconocer a los microorganismos.

De la gran variedad de receptores que ex-
presan los PMN los receptores para la re-
gion Fc de los anticuerpos juegan un pa-
pel importante. Los neutréfilos humanos
expresan constitutivamente el FcyRlla y el
FcyRlllb.

Recientemente, hemos descrito que el
FcyRlla induce la fagocitosis, mientras
que el FcyRlllb induce la formacién de
NETs. Ademas, el FcyRlIllb logra inducir la
activacion de ERK. Se ha implicado a las
PKC en la via de sefalizacion de ERK. Por
lo tanto, en este estudio se evalué la par-
ticipacion de PKC en la via activada por
el FcyRIllb en el neutréfilo humano y su
implicacién en la induccién de NETs. El
entrecruzamiento del FcyRIllb mediante
anticuerpos monoclonales especificos en
presencia de GO6983, inhibidor especifi-
co de PKC, disminuye la fosforilacion de
ERK y la formacion de NETs. Nuestros da-
tos sugieren que PKC participa en la via
de sefalizacién activada por el FcyRllib,
lo que induce la fosforilacion de ERK para
guiar la formacion de NETSs.
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a de Senalizacion Activada en la Formacion de NETs.
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INTRODUCCION. Los neutréfilos o leucocitos polimorfonucleares (PMN) son la primera linea de defensa contra las
infecciones. Al presentarse una infeccion los PMN acuden rapidamente para eliminarla, empleando estrategias como la
fagocitosis, la degranulacion y la formacion de NETs (del inglés Neutrophil Extracellular Traps). Las NETs son estructuras
compuestas de un esqueleto de cromatina asociada con proteinas granulares, donde los microrganismos son atrapados
impidiendo su diseminacion. . Para poder montar una respuesta frente a una infeccion los PMN deben ser capaces de
reconocer a los microorganismos. De la gran variedad de receptores que expresan los PMN los receptores para la region
Fc de los anticuerpos juegan un papel importante. Los neutréfilos humanos expresan constitutivamente el FcyRlla y el
FcyRIlIb. Recientemente, hemos descrito que el FcyRlla induce la fagocitosis, mientras que el FcyRIllb induce la
formacién de NETs. Ademas, el FcyRIlIb logra inducir la activacion de ERK. Se sabe que las PKC estan involucradas en
la via de sefializacion de ERK.

OBJETIVOS. Determinar si las PKC participan en la via activada por el FcyRlIllb en el neutrofilo humano y su implicacion
en la induccién de NETs.

RESULTADOS. El entrecruzamiento del FcyRIllb mediante anticuerpos monoclonales especificos en presencia de
G06983, inhibidor especifico de PKC, disminuye la fosforilacion de ERK y la formacion de NETSs.
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Flgura 1. El receptor FeyRIIb induce la formacién de NETs mas ripido que
PMA. La mayoria de los estudios sobre NETs utilizan al PMA, un potente
activador de PKC, para inducir su formacidn. El entrecruzamiento del receptar
FeyRIb induce |a formacidn de NETs. Sin embargo, su cinética es distinta. Las
NETs formadas por PMA son detectadas a partir de las 2.5 horas y hasta las &
haoras de estimulo se observa el total de NETs formadas por PMA. En contraste, a

Figura 2. La formacidn de NETs inducida por el FeyRIllb requiere
de PKC. Al entrecruzar el FeyRIllb en presencia del inhibidor
GOG6983, inhibidor de PKC, la formacién de NETs se ve
disminuida. De igual forma las NETs formadas posterior al
estimulo con PMA se ven disminuidas en presencia de GOB983.

~
@

les 30 min son les las METs " por &l entrecr i del  Estos datos sugieren que PKC tiene un papel en la via de

FeyRIlle, A las 2 horas se ohserva alrededor de la mitad del total de NETs  cpfalizacion activada por el FoyRIllb. Grafico representativo de
formadas posterior al entrecruzamiento del FoyRillb. Por ditimo, a las 4 horas se

observa el total de la cantidad de NETs i por el entrecr del
FeyRillb, Gréfico representativo de tres experimentos independientes.

PMA  PMA == A FoRilb  FoRlb ... g
606983

tres experi independi

Figura 4. Modelo propuesto de la via de sefializacién utilizada por

ERK
G0O6983
ERK
el FeyRllb para inducir la formacion de NETs. En neutrofilos
humanos, el entrecruzamiento del FoyRIllb, induce la activacion de

Figura 3. PKC es requerida para la fosforilacion de ERK inducida por el receptor FeyRIlIb. De derecha a izquierda se observan neutrdfilos syk lo que induce la activacién de TAKL y 3 su vez lleva a la
humanos sin tratamiento (=), {n} neutréfilo estimulados con 20 nM de PMA 6 (B) neutréfilos estimulados por el entrecruzamiento del  activacian de la via MEK-ERK para guiar la formacion de NETs.
FeyRIllb. En algunos casos los neutrofilos fueron pretratades con 1 pM de GO6983 inhibidor selectivo para PKC, Se realizaron los lisados  Ademis, la formacion de NETs inducidas por el FeyRIlb requiere de
celulares posterior a la estimulacién. Las proteinas se corrieron en un gel de SDS-PAGE. E|l Western Blot se realizo para la forma fosforilada  PKC. Adicional datos sugh que PKC es necesario
de ERK (pERK imagen superior) o para gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa total (GAPDH imagen inferior). Imédgenes representativas de  Para la activacién de ERK. Sin embargo, aun no es del todo claro el
tres experimentos independientes . papel que juega PKC en la via de sefial activada por el FoyRIlb.

CONCLUSIONES. Nuestros datos sugieren que PKC participa en la via de sefalizacion activada por el FcyRIllb, induciendo la
fosforilacion de ERK para guiar la formacion de NETs. Sin embargo, cual es el lugar de PKC dentro de la via de sefalizacion
inducida por el FcyRIllb aun no es claro del todo.
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carcinogénico del carcinoma hepatocelular
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El cancer de higado es una de las princi-
pales causas de muerte relacionadas con
cancer en todo el mundo. Para el ano
2017 en los Estados Unidos de América se
estimd que habra 28920 muertes debidas
al cancer de higado y del conducto biliar
intra-hepatico. No existen estadisticas ac-
tualizadas en México. El carcinoma hepa-
tocelular (HCC) es el tipo mas comun de
cancer primario de higado [2, 3,4]. El prin-
cipal objetivo de este trabajo fue realizar
un analisis de los transcriptomas de las 2
etapas previas al HCC (displasia de alto y
bajo grado), 4 etapas cancerosas del HCC,
asi como transcriptoma de cirrosis sin
cancer, y transcriptomas de individuos sa-
nos. Para cada etapa se determind su gra-
fica Volcano la cual permite determinar
gqué genes tienen una expresion significa-
tivamente mayor o menor que las células
normales [1].

Se obtuvieron perfiles de genes cuya fun-
cion bioldgica es correspondiente al es-
tadio. Dicho de otra manera, los perfiles
cambian con respecto a su estadio.

Por ejemplo, en etapas avanzadas se
observa una mayor expresion de meta-
lo-proteasas relacionas con la metastasis.
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INTRODUCTION

Liver cancer is one of the main causes of deaths
related with cancer worldwide. There is an estimation
that for 2017 in the United States of América there will
be 28920 of deaths by liver & intrahepatic bile duct
cancer. In Mexico there are not updated statistics.
Carcinoma hepatocelular (HCC) is the most common
type of primary liver cancer [2, 3,5].

METHODS
Preprocessing and statistical analysis with student

test, false discovery rate then volcano plot.

8

Figure 1.- Voicano Plots for each stage. A&B: Cancer Previous Stages, C,D: Early cancer
stages.

OBJECTIVE

Analysis of the transcriptome of two previous stages
to HCC, four of HCC, one of cirrhosis without
cancer and health.

RESULTS

In general, during the process it can be observed a
significant increase in the number of genes except in
the case of HGDLT where the expresion of genes
decreases. In the volcano plots, it can be observed
that VEHC and CLTWHC look very different because
CLTWHC have more genes closely to the cutoff p-
value 0.05. In volcano plots some genes are
indicated with an arrow, i.e. FAT1 & PZP which
protein normal function are diverse, PZP “traps”
proteinases and its downregulated, FATI
participates in cell migration and cell-cell contact.

FAT1 expression were increased in all the stages of
the process. This protein has been reported as a
tumor suppressor or a tumor promoter depending of
the context. In HCC, in vitro, the inhibition of the
expression results in a slower grow, less migratory
potential and a higher apoptosis rate. This protein
can regulate the Wnt pathway, inhibiting the
translocation of the B-catenin, suggesting a possible
tumorigenic role from the first stages [5].

CONCLUSIONS

Characteristic gene profiles for each stage of liver
cancer were obtained.

Figure 1.- Volcane Plots for each stage. E,F. Advanced Cancer Slages, G&F: Controls Cirrhosis with HCC and without HCC respectively.
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Introduccién.

El uso de farmacos inmunosupresores es
importante para prevenir el rechazo de
organos trasplantados; sin embargo, pue-
den tener efectos adversos como generar
susceptibilidad a patologias infecciosas,
desarrollo de neoplasias y enfermedades
cardiovasculares. Las células T requladoras
(Tregs) FOXP3+ son esenciales para el esta-
blecimiento de la tolerancia periféricay en
modelos animales han sido eficaces para
prevenir el rechazo de alo-injertos. Debido
a su baja frecuencia en sangre, es necesario
expandirlas ex vivo antes de ser infundidas.
Sin embargo, la expansion a largo plazo de
Tregs puede llevar a alteraciones en su fe-
notipo y funcién supresora.

Objetivo.

Establecer un protocolo para el aislamiento
y expansion ex vivo de Tregs Alo-antigenos
especificas estables con potencial terapéu-
tico.

Metodologia.

Se purificaron por FACS las células T CD4+
CD25hi CD127- (Tregs) de muestras sangui-
neas de individuos sanos y estimularon con
células dendriticas (DCs) alogénicas.

Posteriormente, se aislaron las Tregs Alo
antigenos-especificas y expandieron con
anti-CD3/CD28 a largo plazo. Se evaluo la
expresion de CD25, FOXP3, Helios y CTLA-
4,y realizaron ensayos de supresion in vitro
en presencia o ausencia de citocinas infla-
matorias (IFN-Y, IL-4, IL-6 y TNF-q).
Resultados.

Las células Tregs expandidas a largo pla-
zo, no tuvieron pérdida significativa de
la expresion de FOXP3, Helios y CTLA-4, y
suprimieron la proliferacion de células T
convencionales de manera antigeno espe-
cifica. Ademas, mantuvieron su fenotipo y
funcién supresora después ser estimuladas
en presencia de citocinas inflamatorias.
Conclusiones.

Las células Tregs FOXP3+ Alo-antigenos
especificas pueden ser aisladas y expandi-
das ex vivo a largo plazo sin pérdida de su
fenotipo y funcién supresora, aun en pre-
sencia de un ambiente inflamatorio. Estos
datos demuestran que las células Treg po-
drian ser usadas con inmunoterapia para la
induccion de tolerancia al alo-injerto.
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EXPANSION EX VIVO DE CELULAS T REGULADORAS FOXP3* ALO-ESPECIFICAS
CON FENOTIPO Y FUNCION SUPRESORA ESTABLE PARA SU USO TERAPEUTICO EN
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2. OBJETIVO GENERAL

Expandir ex vivo células Treg CD4*CD25"FOXP3* alo-Antigenos especificas con
fenotipo y funcion supresora estable.

1. INTRODUCCION

El uso de farmacos inmunosupresores es importante para prevenir el rechazo de
drganos trasplantados; sin embargo, pueden tener efectos adversos a largo
plazo como generar susceptibilidad a patologias infecciosas, desarrollo de
neoplasias y enfermedades cardiovasculares [1]. e

3. METODOLOGIA
Las células T reguladoras (Treg) CD4*CD25"FOXP3* son esenciales para el s
establecimiento de la tolerancia periférica y en modelos animales han sido
eficaces para prevenir el rechazo de alo-injertos [2]. La inmunoterapia con Tregs
tendrian como ventajas que median su inmunosupresién de manera antigeno-
especifica, evitando asi efectos adversos de los farmacos inmunosupresores, v
podrian establecer la tolerancia inmunolégica a largo plazo [2]. Debido a la baja
frecuencia de Tregs en sangre, es necesario expandirlas ex vivo antes de ser
infundidas. Sin embargo, se ha demostrado que la expansion a largo plazo de
Tregs puede llevar a alteraciones en su fenotipo y funcién [3]. Por lo tanto, el
aun falta establecer un protocolo para el aislamiento y expansion de células
Tregs Alo-antigenos especificas y puedan ser usadas como inmunoterapia para
la induccién de tolerancia al trasplante a largo plazo.
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Introduccion.

Taenia solium es el agente causal de la
cisticercosis humana y porcina. En su ci-
clo de vida cuenta con tres etapas de de-
sarrollo: el huevo, el cisticerco (larva) y el
gusano adulto. El cisticerco se desarrolla a
partir de la ingestion de huevos, los cua-
les se activan y eclosionan en el intestino
liberando las oncosferas que migran a di-
ferentes tejidos completando su desarro-
llo hasta cisticercos. Hasta el momento,
poco se conoce de las estrategias que uti-
liza el parasito para migrar y establecerse
en los diferentes tejidos del huésped. Sin
embargo, en diferentes patdgenos se han
reportado proteinas receptoras de plas-
minogeno (Plg) involucradas en el proce-
so de invasion.

Objetivos.

1) Identificar y caracterizar las proteinas
del cisticerco que unen Plg. 2) Evaluar la
capacidad de la enolasa recombinate de
T. solium (rTsEnoA) de unir y activar Plg.
Metodologia.

Para identificar las proteinas que unen Plg
serealizé un ligand blotting en 2D-SDS-PA-
GE,

los puntos que fueron reconocidos se
identificaron por MS/MS

Para evaluar si la rTsEnoA une Plg huma-
no se realizd un ligand blotting y se co-
rroboré por ELISA en presencia y ausencia
de EACA, uninhibidor competitivo de Plg.
Por ultimo, el Plg unido a la rTsEnoA fue
activado a plasmina en presencia de tPA.
Resultados. Por la MS se identificaron
siete proteinas que unen Plg: fasciclina-1,
fasciclina-2, enolasa, MAPK, anexina,
actina y la malato deshidrogenasa citoso-
lica. La rTsEnoA une Plg el cual se activa

a plasmina en presencia de tPA. Por otro
lado, en el genoma de T. solium se identi-
ficaron cuatro enolasas (TsEnoA, TsEnoB,
TsEnoC y TsEno4), las cuales muestran
una expresion diferencial en el cisticerco;
sin embargo, se desconoce sus posibles
funciones en la relacién huésped-pardasi-
to (a excepcion de TsEnoA).
Conclusiones.

La enolasa de T. solium en conjunto con
las otras proteinas que unen Plg, podria
estar participando en la invasion y esta-
blecimiento del parasito.
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Figura 5. Identificacion v expresidn de las isoformas de enolasa en el genoma de T solium. A)
Alineamiento de las enolasas de T solfium: TsEnoA, TsEnoB, TsEnoC y TsEncd. B} RT-PCR con
primers especificos para las cuatro enolasas. TsEnoB no se transcribe (El resultado no se muestra)

Los numeros representan los pares de bases de cada amplificado,

Agradecimiento al CONACYT por la baca para los e

Inmunologia



XX Congreso de Carteles

Analysis of a amebicidal activity of plant extracts

Alberto Benitez"
Yanis Toledano?
Mayra Silva'
Silvia L Gutiérrez®
Roberto Reyes?
Julio C Carrero!

UNAM

Baja California
3 Instituto de Quimica, UNAM,

The human intestinal amebiasis is caused by
the protozoan parasite Entamoeba histolyti-
ca. The infection is widely distributed causing
an estimation of 400 million cases a year and
a mortality rate of 40,000 to 100,000 worldwi-
de. Treatment of amebiasis is mainly based on
the use of metronidazole and its derivatives.
Though these drugs are usually very effective,
they trigger side effects that may condition the
cessation of therapy and may potentially lead
to the generation of resistant strains. Althou-
gh resistance to metronidazole by ameba has
not been conclusively demonstrated epide-
miologically, there is in vitro evidence of the
generation of E. histolytica cultures resistant
to metronidazole. Therefore, the identification
of new compounds with anti-amebic activity
and less toxic than metronidazole has become
a necessity. Natural products including plants
and their derivatives are still a viable alternati-
ve in this regard.

In order to determine the amebicidal activity of
40 products and compounds of natural origin,
including several plant extracts and their pu-
rified components, we evaluated the growth
of E. histolytica HM1:IMSS trophozoite cultures
in the presence of such samples in concentra-
tions between 0.01 and 100 ug blend weight/
ml.

Depto. de inmunologia, Instituto de Investigaciones Biomédicas,

2Centro de Nanociencias y Nanotecnologia, UNAM. Ensenada,

The cultures were maintained for 72 h and the
viability of trophozoites was evaluated every
24 h by Trypan blue exclusion and propidium
iodade stain.

Several species of Tabernaemontana, a genus
of flowering plants of the family Apocynaceae,
showed the highest inhibitory effect (IC50 ex-
tract T12: 17, 1.2 and 0.2 pg/mL at 24, 48 and
72 h, respectively; IC50 extract T11: 5, 0.8 and
0.8 pg/mL at 24, 48 and 72 h, respectively; IC50
extract T6: 5.1, 0.5 and 0.8 ug/mL at 24, 48 and
72 h, respectively), similar to the results obtai-
ned with metronidazole. Two derivaties from
this plant were even more effective with IC50
around 0.8 pg/ml at 24 h, one of them inhibi-
ting the growth of ameba and the other one
showing potent lytic activity although having
relatively high cytotoxicity in VERO cells. No-
teworthy, several assays with crude extracts
from red chili pepper and habanero pepper
induced higher growth of E. histolytica tropho-
zoites, reaching 37.3% and 32% more amebas
at 48 h and 67.8% and 64.3% more amoebas
at 72, respectively. In conclusién, our study
allowed the identification of several plant ex-
tracts with potent anti-amoebic activity com-
parable to metronidazole as well as the iden-
tification of a couple of extracts from chili that
promote E. histolytica trophozoites growth ins-
tead.

Entamoeba histolytica es el causante de una de
las enfermedades que afecta al 10 % de la
poblacion humana conocida como amebiasis.
Genera problemas gastrointestinales y los
tratamientos mas utilizados son el
metronidazol, tinidazol o secnidazol.
Tabernaemontana tiene de entre 100 y 110
especies de plantas con una distribucion
tropical. Los productos naturales son el
resultado de un organismo vivo, que puede ser
utilizado para combatir contra diversos
organismos, gracias a la gran variedad de
compuestos quimicos que produce durante su
desarrollo

Identificar aquellos extractos de plantas con
actividad amebicida e inhibitoria al crecimiento

de Entamoeba histolytica.

Ensayo de viabilidad. Se evalud el crecimiento
de E. histolytica HM1: IMSS trofozoitos
cultivados en presencia de los extractos en
concentraciones entre 0,01 y 100 pg/mL del
medio. Los cultivos se mantuvieron durante 72h
y se evalud la viabilidad de los trofozoitos cada
24 h mediante la exclusion con azul tripan.
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Varias especies de Tabernaemontana, un género de
plantas con flores de la familia Apocynaceae,
mostraron el mayor efecto inhibidor (extracto T12
con IC50: 17, 1,2 y 0,2 pg/mL a las 24, 48 y 72 h,
respectivamente, extracto T11 con IC50: 5, 0,8 Y
0,8 pg/ml a las 24, 48 y 72 h, respectivamente,
extracto T6 con IC50: 5,1, 0,5 y 0,8 pg/mL a las 24,
48 y 72 h, respectivamente), similar a los resultados
obtenidos con metronidazol.
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Figura 1. Evolucion de la viabilidad de los diferentes extractos con
Entamoeba histolytica. A. En esta grafica se observa que tres de los extractos
utilizados disminuyeron el numero de crecimiento de la ameba en
comparacion al control de crecimiento. B. En esta otra grafica se probaron
algunos compuestos purificados del extracto T12 con efecto similar al su
extracto origen.
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Varios ensayos con extractos crudos de chile
rojo y chile habanero indujeron un mayor
crecimiento de trofozoitos de E. histolytica,
alcanzando un 37,3% y un 32% mas de amebas
alas 48 h y 67,8% y 64,3% mas de amebas a
las 72 h respectivamente.
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Figura 2. 6 del imie iano por de chile Rojo y
Habanero. Como se observa en la grafica el aumento del crecimiento de E.
histolytica aumenta a las 48 h después ademas es un ftiene un porcentaje
mayor al crecimiento normal.

En conclusién, nuestro estudio permitid la
identificacion de varios extractos de plantas
con potente actividad anti-amebiana similar al
metronidazol, asi como la identificacion de un
par de extractos de chiles que promueven el
crecimiento del trofozoitos de E. histolytica.
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Las trampas extracelulares del neutréfilo
(NETs) son fibras de DNA decoradas con
histonas y proteinas antimicrobianas li-
beradas al espacio extracelular en un pro-
ceso denominado NETosis. El mecanismo
molecular de la NETosis no ha sido enten-
dido completamente: la formacion de es-
pecies reactivas de oxigeno (ROS), el flujo
de calcio, asi como los requerimientos de
algunas enzimas parecen depender del
estimulo empleado. Previamente nuestro
grupo de trabajo demostré que los trofo-
zoitos y el LPPG de E. histolytica inducen
la formacién de NETs. Este trabajo tiene
el propésito de caracterizar la NETosis
inducida por este parasito, analizando la
dependencia de ROS y los requerimientos
de calcio extracelular, serin proteasas y
PADA4. El DNA presente en el sobrenadan-
te de los co-cultivos neutréfilo/amiba se
cuantificé por el ensayo de Sytox-GREEN.
En algunos experimentos los neutréfilos
se pre-trataron con Apocinina (inhibidor
de ROS), PMSF (inhibidor de serin protea-
sas), EGTA (quelante de calcio) o GSK484
(inhibidor de PAD4);

ademas, la produccion de ROS durante
la NETosis se cuantificd por citometria de
flujo y los cambios en permeabilidad se
determinaron por el ensayo de yoduro de
propidio. Aqui se demostré que las NETs
en respuesta a los trofozoitos se formaron
mas rapido en comparacién con el control
positivo PMA y que su produccién fue de-
pendiente de la viabilidad de las amibas.
Las amibas no desencadenaron la pro-
duccion de ROS, por lo que este mecanis-
mo se considerd independiente de estas
moléculas corroborandose por la falta de
inhibicion al usar apocinina. La inhibicién
de serin proteasas redujo la formacién de
NETs drasticamente al igual que la adicién
de EGTA. La inhibicion de PAD4 no redu-
jo la liberacion de NETs a pesar de detec-
tarse cambios en la permeabilidad de los
PMN. Estos datos apoyan la idea que los
trofozoitos de E. histolytica inducen NETo-
Sis por un mecanismo no clasico.

INTRODUCCION

Las trampas extracelulares del neutréfilo (NETs) son fibras de DNA decoradas con
histonas y proteinas antimicrobianas provenientes de los granulos citoplasmaticos
liberadas al espacio extracelular en un proceso denominado MNETosis. El
mecanismo molecular de la NETosis no ha sido entendido completamente: la
necesidad de la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), el flujo de
calcio o la actividad de la elastasa (para decondensar el DNA) parecen depender
del estimulo empleado. Los neutréfilos se han asociado en la defensa contra
Entamoeba histolytica desempefiando un papel protector, sin embargo, estos
leucocitos también se han asociado al dafio que se presenta durante la infeccion.
Previamente nuestro grupo de trabajo demostrd que los trofozoitos y el LPPG de
este parasito disparan la formacion de NETs en neutréfilos humanos, pero hasta el
momento el mecanismo molecular implicado es desconocido.

OBJETIVO

Caracterizar la NETosis inducida por E. histolytica, analizando la dependencia de
ROS, asi como los requerimientos de la actividad de serin-proteasas, la presencia
de calcio extracelular y la enzima PAD4.

METODOLOGIA
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Figura 1. lnduccnén de NETs con trofozoitos de E. histolytica. A) Cinética de formacion de NETs durante 4
horas; B) Efec da los an la fi ion de NETs. FRU (Unidades de flucrescencia
relativa). Los dalos se analzarorl con t de Student considerando significative un valor de (*) p<0.05.
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Figura 2. de la ion de ROS durante el proceso de NETosis, A) Efecto de la
apocinina :200 ¥M) en la formacidn de NETs; B) ldentificacidn de granulocitos por citometria de flujo; C)

en la ia del HZDCFDA en PMN fratados con amibas: autofluorescencia (linea
punteada), control negativo (gris), tiempo cero {azul) y 1 hora (rojo). Los datos se analizaron con t de
Student considerando significativo un valor de (*) p<0.05.
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Figura 3. de calcio fular y la de serin p d la NETosis.

A) Efecto de la quelacion del calcio en la NETosis; B) Efecto del PMSF durante el proceso de formacion de
METs. Los datos se analizaron con t de Student considerando significativo un valor de (*) p<0.05,
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Figura 4. Papel de la enzima PAD4 en la formacién de NETs. A) Efecto del inhibidor GSK484 en la
METosis inducida por los trofozeitos; B) Cambios en la permeabilidad de los PMN durante su interaccion
con la amiba. Los datos se analizaron con | de Student considerando significativo un valor de (*) p<0.05.
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CONCLUSION

La NETosis inducida por los trofozoitos de E. histolytica mostrd un comportamiento
no clasico ocurriendo en un periodo corto, siendo independiente de la generacion
de ROS y la actividad de la enzima PAD4, pero dependiente de la presencia de
calcio extracelular y la actividad de serin proteasas. Ademas la formacion de NETs
depende de la viabilidad de los trofozoitos los cuales causan cambios en la
permeabilidad de los PMN.
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El cdncer de mama (CaMa) es la neoplasia
en mujeres mas frecuente en el mundo.
La induccién de angiogénesis en el pro-
ceso tumoral favorece la progresion de la
enfermedad, sin embargo no se compren-
den del todo los mecanismos intercelula-
res involucrados. Los exosomas (microve-
siculas) secretados por células tumorales
tienen efecto angiogénico aunque no se
ha comprendido por completo. Usual-
mente el estudio de células tumorales se
realiza en cultivo adherente o 2D, aunque
esta demostrado que el cultivo en esferoi-
des o 3D asemeja mas a una situacion in
vivo.

Por lo anterior, el objetivo de este trabajo
es evaluar el efecto pro angiogénico in vi-
tro de exosomas provenientes de células
de CaMa.

Método.

Se obtuvieron exosomas por ultracentri-
fugacion de sobrenadantes de cultivos
celulares de CaMa de dos subtipos: MCF-
7 (no metastasica) y MDA-MB-468 (metas-
tasica) en cultivo: 2Dy 3D

Los exosomas se caracterizaron por wes-
tern blot, microscopia electrénica, y cuan-
tificados por contador de nanoparticulas.
Se cocultivaron células HUVEC con exoso-
mas obtenidos durante 6 horas. El efecto
pro angiogénico se cuantificé con el pro-
grama Imagel.

Resultados y conclusiones.

Los exosomas de ambas lineas tumorales
tienen efecto pro angiogénico, no obs-
tante los exosomas de la linea metastasi-
ca en 3D indujo un mayor efecto.

ANALISIS DEL EFECTO PRO ANGIOGENICO DE EXOSOM
DE LINEAS CELULARES DE CANCER DE MAMA

Chinney-Herrera A. Ortega-Chvez ES. Gorclo-Zepeda EA. Soldevilo-Melgarejo G.

127 |
1 Categoria Posgrado

DE CULTIVOS 2D Y 3D
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Resumen Biology Research Laboratory
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aunque no se ha comp por completo, LU

03D ja mas a una si

----- i Los exosomas (microvesiculas) secretados por células tumorales tienen efecto angiogénico*®

el estudio de células tumorales se realiza en cullivo adherente o 2D, aunque estd demostrado que el cultivo en]

in vivo. Por lo anterior, el objetivo de este trabajo es evaluar el efecto pro angiogénico in vifro de p i de células.

de CaMa. Método: se obtuvieron exosomas por ultracentrifugacion de

by d de cultivos celul de CaMa de dos subtipos: MCF-7 (no ica) y MDA-MB-468

gl (metastasica) en cultivo; 2D y 3D. Los s por blot, . ¥ cuantificados por contador de nanaparticulas. Se cocultivaron
células HUVEC con exosomas obtenidos uuranle & horas. El efecto pro angiogénico se cuantificd con el programa ImageJ. Resultados y conclusiones: Los exosomas de ambas
Ilmsas tumorales tienen efecto pro iogénico, no los de la linea ica en 3D |ndujo un mayor efecto. I
— e A R e e R M s % M R M s G N M 6 e R M 6 M R e 6 M S M R M § S A e M R e e b e s
i Mmr-feclowo giogénico de i de lineas les 30
Introduccién Dn acuerdo a la i6n de d inada por ight y el nimero de células HUVEC a cultivar se
En chncer de mama (CaMa) como en otres tumeres slidos se sabe que |a induccidn de 6 usar dos conc h de a) 1.2¢10° y b) ]"ms["“"a‘ 5). Las dos concentraciones de
permite la progresion de la enfermedad por nutrir tumoral, ser una via de migracién y posterior imsiﬁll a SEomATIREnIEntes e MCF7 y MOA-MB-A16820 efecto pro 0 simltar 2l control positiva. (P
érganos distales, entre otros. Sin embarge, aunque existen firmaces que bl eslavla di > 0.6) y mayor a fa condicion sin estimulo (P<0.04). Salo en el caso de MDA-MB-468 se observe mayor efecto

{antiVEGF), se ha observado que algunos pacientes son resi al blogueo, iendo vias alternas adn
no exploradas del todo. Recientemente se ha descrito tanto en este grupo de neoplasias comao en
discrasias sanguineas gue los exosomas (microvesiculas) secretados por células tumorsles tienen efecto
angiogénico, aungue no se ha explorado a profundidad las condiciones que afectan este fendmena, Por lo
anterior, en este estudio presentamos un modelo para estudiar el efecto pro angiogénico de exosomas
abtenidos de cultivos 20 y 3D de células de CaMa con diferente grada de malignidad.

Materiales y métodos

Cultivos adherentes (20) y esferoides (30)

Se utilizaron 2 lineas celulares de CaMa humano: a)
MCF-7  (no  metastasica) ; bIMDA-MB-468 |
metastasical [ATCC). Ambas lineas se cultivaron en
DMEM o DMEM/F12 (GIBCO), suplementado con
Suero Fetal Bovino (SFB) 10% (GIBCO) reducidos en

(por Ultrac if i6n) a 37'C con 5%
de CO2, Los cultives 3D fueron generados a partir de
los cultives adherentes, se colocaron 350 000
células en placas de cultive de baja adherencia con
medio para esferoides (DMEM/F12 suplementada)
durante & dias en incubacitn a 37°C con 5% de CO2.

Figura 1. Cultive 2D y 3D de lineas MCF7 y
MDA-MB-468. Confluencia 50%. Aumento 20X.
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Figura 2. ¥ de ob de A L de sob de
cultivo celular en ZD\r 30, Caracterizacion de exosomas por MET y NTA, B] Ensayo funcienal, Cocultivo con células
HUVEC sobre matriz extracelular por 6 horas.

Extraccion de exosomas
Los sobrenad P i de cultivos adh y esfercides, se L
4°C). Se recuperd el sot i y se ultrac 5 a 100 000 g (1:40 horas a 4°C); el

resuspendid en 100y de PBS 1x y se cuantificd por Nanosigh. Figura 2 A.

Caracterizacién de exosomas

Microscopio Electrénico de Transmisicn (MET). Los exosomas se tifieron con acetato de
Nanoparticle Tracking Analysis (NTA). Fue usado para cuantificar nanoparticulas de 10 = 200
Ensayos funcionales de duccidn de angiogénesis con células HUVEC
Se cultivaron células HUVEC (células endoteliales humanas de corddn umbilical) en medio F-12K alplumlfﬁmb
con 0.1 mg/ml de heparina y 0.05 mg/ml de rhECG (Figura 2B). Para realizar los cocultives se colacaron por
pozo: 40uL de matrigel; 15,000 células HUVEC y todo aj do a un vol determinado de medio
de cultivo sin SFB. Incubacién por 6 hrs en condiciones estandar.

Figura 3. Exosomas cuantificados por contador de Figura 4. par
nanoparticulas Nanosight, Dilucidn para cuantificacidn Vistos por tincion de acetato de uranila 2% a B0kY,
1:100. X15,000.

Resultados y analisis
Caracterizacidn de exosomas de MCF-7 y MDA-MB-468
Por MET se apreciaran microestructuras compatibles con microvesiculas de tamafio entre 50-100 nm para los
exosomas de MCF? en 20 y 30, mientras que para MDA-MB-468 entre 60-150nm en 20 y 30. Por contador de
macroparticulas, los tamafics identificados para MCF-7 2D y 3D 136-167nm, para MDA-MB-468 2D y 30, entre
200y 213nm.
Concentracidn de exosomas
Por reportes previos, los exosomas se cuantifican de acuerdo a concentracién de proteinas, sin

cuando se aumenta la concentracidn de exosomas(P<0.04).
Los exosomas provenientes de cultivos 3D mostraron mayor efecto pro angiogénico en la concentracion 2x10°
respecto a 20 y control positivo (P<0.002) Figura 68 .

Figura 5. Ensoyo de
Induccidn de anglogénesis.
Controles: Mo estimulada,
Negativo (Sulforafana),
Positivo (hEGF). Efecto pro
angiogénico observade a
concentracion A) 1.2x10%
(30pg de pratefnal
exosomas/célula,
comparado de 20 vs 30 de
cada linea celular. ¥ a
concentracidn B} 2x10%
(50ug de proteinal.
Microfatografias
representativas  de  tres
experimentos
independientes. por
triplicado.

MCF-7
Nodos h
A :
Tl opec% A
&* Eh 2 i 5
&4 .fofi‘r"f/ & d’;pi(:vgo’ & J(”s’;f las § horas. Se cuantifictd con
& &

p‘*&}\’ e el programa imagel los nodos,
/‘:” redes y segmentos de cada

- gies

Figura 7. Andlisis de ensayo
* de mbgénes.fs_ Analisis de

HUVEC a

B . = condicién. Los exosomas de
oy [ T == " EL:“T MCF7 y MDA-MB-468, 2D vs
Vil ; . ™ —} 30 a dos concentraciones A}
g ¥ - o ¥ e i L 12a0M30pg de  proteina)
B & | * i ~ ¥ B)2a0° (50ug de proteina)
= . - g + * - v ****p yalye: < 0.0001; *** P
& value: 0,0002; **P value:

"’a“&*’i e a"ﬁp’:\a’;d" F il W4 Jodgi,:@‘ 0.007;* P value: 0.04

LT e 2 y

. o Discusion )
Otros grupos de a funcionalidad de expsom ienen: de cultivos 20; purifican
quimicamente; o cua entracion de proteina, $in emba ‘evitd usar precipitantes que dafien el

exosoma y se wanﬁmm awemo a nimero de particulas por célula y velumen para tener resultados més

ivos. Ademds pudir i que los de las mismas lineas cultivados de diferentes formas
pueden dar efectos patenciadas. Sin : queda por di inar el o los mecani involucrados en el efecto
pro anglogénico de exosomas. También queda por explorar come Influye el cultive en 3D en la funcionalidad del
expsoma. A manera de comprobar metodologia de cultivos en 3D se sugiere el enriguecimiento de fenotipo stem
like (CD24/CD44) por lo que se verificd por :Itomema de Fluio sin concluir aun en un cambio especifico (Trabajo en

BT 4D ‘ ﬁ .' v
Al=J% |

| L
4.

Fenotipo Obtenido

Chzg

Fenatipo Reportado (Liv et al 2014)

Conclusiones
Se concluye en este trabajo gque los exosomas provenientes de lineas tumorales tiene efecto angiogénico
dependiendo de la concentracion, del subtipo celular de origen y de la forma de cultivo. Los exosomas provenientes
de cultives 30 de linea metastdsica mostraron mayor efecto pro angiogénico.
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Introduccion.

Las Inhibinas, miembros de la superfami-
lia de TGF@, han sido involucradas en la
regulacion del sistema inmune. Datos de
nuestro grupo indican que las células den-
driticas maduras derivadas de médula 6sea
(mBMDC) de ratones Inha-/-, muestran un
fenotipo semi-maduro que induce una me-
nor proliferacion de linfocitos T alogénicos,
comparado con mBMDC Inha+/+. Recien-
temente, hemos reportado que la ausencia
de Inhibinas conlleva un incremento en el
porcentaje de Tregs timicas.

Objetivo.

Evaluar el papel de las inhibinas en la in-
duccién de las células T reguladoras indu-
cidas (iTregs).

Métodos.

Se analizaron ex-vivo las subpoblaciones
de Tregs y de células dendriticas (DCs),
en ratones Inha-/- 6 Inha+/+. Se evalué
la conversion de linfocitos T CD4+CD25-
silvestres a Tregs, en presencia de mBM-
DCs 6 DCs CD11c+ (Inha-/- o Inha+/+) y
TGFb, asi como la induccién policlonal de
iTregs a partir de linfocitos T naive Inha-/-o
Inha+/+.

Adicionalmente se evalud la inducciéon de
iTregs in vivo en un modelo de direcciona-
miento del antigeno a DCs (Anti-DEC205-
OVA).

Resultados.

Los ratones Inha-/- mostraron un incre-
mento en el porcentaje de iTregs en lami-
na propia de colon (LP) y en ganglios me-
sentéricos (MLN) lo cual se correlacioné
con un incremento en el nimero de DCs
CD103+, las cuales favorecen la induccion
de iTregs in vivo. In vitro, mDCs Inha-/- in-
dujeron una mayor conversién a iTregs al
compararlas con sus contrapartes Inha+/+.
Por otro lado, se observé incremento en el
numero de iTregs inducidas a partir de cé-
lulas T naive Inha-/-, en ausencia de DCs, en
comparacién con Inha+/+, que se correla-
cioné con una mayor sobrevida. Ademas,
in vivo también se observé un aumento en
la induccién de Tregs antigeno especificas
al inmunizar con anti-DEC-OVA en ratones
Inha-/- en comparacién con los Inha+/+.
Conclusion.

Las Inhibinas regulan la induccion de Tregs
en periferia a través de mecanismos que in-
volucran tanto al linfocito T como a la célula
dendritica.

RESUMEN

INTRODUCCION: Las Inhihimas, miembros de la superfamilia de TGER han sida
invelucrados en la regulacion del ststema inmune. Dates de nuestra grupo fndican
que las celalas dendriticas maduras derivadas de medula dsea (mEMDE]de ratones
Inha ' muestran un fenolipo semi-maduro que induce una menor proliferacion de
linfocitas T alogenicos, camparada con il entemente. hemos
reporiado que la ausencia de Inhitbinas conlleva un incremento en el parcentaje de
Tregs timicas ([ Tregs) OBJETIVE: Evaluar elpapel de las inhibinas en la induccion

de las células T reguladaras inducidas (ITregs) MATERIAL Y METODOS: S¢
analizaron ex-vivo bs subpoblaciones de Tregs periféricas en ratones Inha' o
Inhea” Se evalud anversion de Imfocitas T CDATHIS silvestres, en presencia de
mBAMDCs o DEs a’o |||I|u by Tl b ast como la inducckon poli Ipnnld-
iTregs o partie de linfocitos T 'malve” Inha o Inha'*. RESULTADOS: Los ratone

Inha’ mostraron un mereme gnificativo en el porc nllp:ll iTregs (Heltos Jen
Lamina propia de calon (LP) ¥ en ganglios mesentericos (MIN) Jo mual s
correlachini con un Incremento en el nunera de |(sl|’|l|i || cuiales favorecen Ia
imiwccion de Tregs in vivo I vitre tanto las mEMDC como las DCs COWe bea
induperon una mayor I conversion de Mregs camparada con sus contrapartes
Inha " Ademas. se abservo incremento ma ] ef

a partir de ¢ s T naive Inha’ en comparacion con Inhea”, que se correlaciond
rvivenchd. CONCLUSION: Las Inhibinas regulan | inducclon
de Tregs en periferia a traves de mecanismos que invalacran tante al lnfocita T
comira la célula dendritica

ANTECEDENTES

Las Inhibinas son heterad tos de wna suhunidad o v una i,
miembrns de I| erfamilu de TG |§ regilan diversas fungones celulares
inclupende proliferacion apopiosis, diferenchacion de varios tipos celulares y juegan
un papel en elsistema mmune

En el contexto de la vin de senalizacion canonica de TGE-B las Inhibinas se unen al
receplorpara activinas tpo [HACHVID receptor Type 11 a traves de b subunidad By
a Betaglicana a traves de la subunidad a, blogueando la union de la Activina a sus
1\'<':'|}|||rrs mpidienda b senalizacion via SMADS (Fig 10.50n rmh.u;.:u_h.w cvidencia

ede que bas Inhilinas no shem pre antagonkzan las funclones mediadas por
ug nile una via de senalizachor independiente para rnlll

e nuesire labaratorio muestran un incremente en ba i

moritas tras b estimulaciin con Inhibinas Ademas |

por Activinas/Inhibinas regula funciones redundantes. como: m |||||m|m

deficsente de cébulas dendriticas invitro

aetiin & [ vosin n GG

aaiivinn [ i o @I -;.,_'., == '
aawinan [ e —
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P
D [ grern
Figura LActivinas e L ¥ s vias de s lizacion
Dates recientes de nuestro laboratorio muestran que Lis Inhibinas estdn
v luer (DCs) Se ha
ahserva u||||r|| e de M

LD (1] alones deficientes
dee Inhilina despues de b estimulacion com LPS, Ademis las mEMDC Inha Henen
wnd menor capacidad de estimulachon alogénica

Figura 2. BMDC Inha’ muestran defectos de nm:lm acton al ser
estimuladas con LPS. A Incremento refativo (IR] de &y fndensidad maedin de
Fhearescencla (IME ce MHCTE CORG CORG COR0PIELTy PR L tras el estimido con
LS finhat/+ ¢ Inh a-=). B. Proliferacion normalizada de linfocitos 7
alogenicas, inducida por las BMDC ((nhat/s e Inh a-~) eon o sin
estimule de LS.

Poratra parte on amsendda de Inhihinas las DCs o0
e disminucion de fos miveles de MHCH y (D86 b o con olros cambios
en el estramia timico puede estar implicado en el incremento del numers de T
reguladoras natiralesen este raton (Tig 4

chanales de Vava misestran

A B [ +]
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Figura 3. Disminucion de la expresion de MICH y CDEG en cDCs

timicas ¢ incremento de nlregs.
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Figura 5 Las celulas dendnticas migratorias se encuentran
aumentadas en ¢l nodulo linfolde mesentérico de ratones Inha ',
¥ tienen una mayor expresion de MHCIL Ratones lnha o Inha' de 3
semanas de edad, fueron ana los para evalwar DC convencianalbes (cbc] ilin
CIMe MHCHY) BCs reside N CONE MBCITY Y DS migratorias (Lin (I
MHCI™]. en los nodulos Unfoides mesenterbcos. A Incremvento relativo (IR} del

i 1 de DCs, en MUK, comparado con Inha ™ K
elativo (IR del namero de celulas de cada subipoblacion, en MY
con Inha’ Media s SEM nen
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Flgure i Celulas
dendriticas  deficientes
de inhihinas tienen una
mayor  capacidad  de
inducir fMregs AR s

CONe: maduras o inmaduras
fueran sorteadas a partir de
BMDC al dia 6 de cullive
cociltivadas con Hlinfocitos T

Chds virgenes en presencia de

anti-CO3 (@ fpgtmlb and TGER (0.25ng/ml) a diferentes praparciones (DC. T
CD4LATdia 5 b Induccin de iTregs fue evaluada o través de la expresion de
Toxp? v (D25 A Frecuencia y numeros {olales de iTregs. B Frecuencia y
numeros totales de I Foxpdy (2 redin L IGT
) Celulas €D v estimulada 'S (24h] [ueran

cultivadas con T |f|| pr sencia de anth
:IHIl S/l and TGER (g /mIk Frecuencia y nimeros tolales de iTregs:e IR
dela IMFde Toxpiy CIR5 3 (m eddta s SEMD painids

3. Carbajal- Franco et al. Journal of Immunology
Research.2015
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Figura 7. Incremento de la ind Lro a ]
naive (CD4+CD25-Foxpd- CD442CD62LY) deficientes de Inhibinag a
dosis bajas de TGE-F A Porcentaje de viahilidad en condiciones de induccion
de Tregs anti-C03 pg/ml pp « .|||IIE'II}¢¢.P ol ¢ TGEPhal dia 5.8,y ¢
Porcentaje ¥ numero de (Tregs al dia 5 de induccian. ) y E Incrementa rebative
(IR de ba IMF de Foxp3y CR25 en bas Treg induckdas en cultivo. Media « SEM n-3

Themps [N
Flgura & Inhibina es producida por celulas T OD4 viegenes tras un
estimule de activacion. Célilas Tvirgenes fueron caltivadas en presencia de

Figura 9. [ direcdonamiento de antigeno a traves de células
dendriticas (DEC205) induce un incremento en el numero de Treg
inducidas in vivo en ratones deficlentes de Inh. Celulas T pawe 07
11CD450¢ fueran transferidas a watones silvestres o deficlentes de Inh €452 24k
despuss, los re [ueran inmunizados con anti-DEC205-0VA (BEC) anti
DECH50VA el colera (DEC CT]0VA 0 OVALCT via Intradermica en lo
orefd La mdud elulas Treg fue evaluada 7 dias posi-mmunfzacion en el
pganglio drenante A Porcentaje y numero de celubas transferidas ({0 DASIVRS D] ¥
B.Farcentaje y numero de iTregs (CO25Foxpie)

CONCLUSIONES

£l porcentaje de células iTregs (CD4+CD25Foxp3Helios-) se  encuentra
aumentado en la lamina propia de colon y en podulo linfabde mesentéricn de
rilenes defpientes de Inhibing ex vive

£l porcentaje de DCs migratortas (Lin COIM MHCHM) ex vive se encuentra
awmentado en MY de ratones Inha~/-. Al mbmo tiempe se encontre una
tendercia a un mayor nivmera de DCs migratorkas danto CH103 como CTHO3

Lo induccion de Tregs esta inerementada en el co-cultiva de BC con T DAL
Foxpsen presencia de 0 dug/mlanti-C03 - 0.5%0g/ mITGEB.alemplear mEMD(s o
cefulas meller deficientes de inhihing comparada con las provenientes de
rilones sibvestres

La sobrevida e indocclon de Tregs (numeras totales) a partie de células T najve
deficientes de inhibing, esta aumentada, al comparar ¢on sus contraparies
silvestres empleando un estimulo suboptimo de activacion ant-CD3 anti-C0as)
yhapasdosisde TGFR D5y I ngfm ]

‘Los limfocitos T COA: son capaces de praducie Inhibina en respoesta a an
estimule de activackan por TCR y mobéculas co-estimaladaras (ant €03 ant)
CD28)

dn wive las células dendriticas deficientes de inhibina tienen ana mavor
capacidad de mducir Treg ag especilicas en periferia tras b inmunizacion con
antbDEC205-0VA

En confunto nuestros datos meestion poy primers vee gue Jas Inhilings
regulan la inckccion de Treg en periferia modlande tanto ke capaciclad
televogenica de fas IS commo o respuesta al TaE 8 por parte de la célula T
Haive:

Apoyado por PAPIIT, DGAPA, UNAM (#209615). MFG apoyada por
una beca pre-doctoral del CONACYT #344606.
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Identificacion de antigenos tempranos en tumores de cancer de
mama en ratones transgénicos PyVT por medio de IgM
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Biomédicas, UNAM

Introduccion

El cancer de mama (CaMa) es una de las
enfermedades mas frecuentes en muje-
res de todo el mundo. Es importante para
México, mejorary ampliar el tamizaje para
su detecciéon temprana.

Uno de los modelos murinos utilizados
en CaMa es el de los ratones transgéni-
cos PyVT, los cuales desarrollan cancer de
mama de manera espontanea. IgM es la
primera clase de anticuerpo que aparece
en la superficie de una célula B inmadura;
y es la primera en ser secretada a la sangre
en la etapa postnatal y por lo tanto es la
primera en responder hacia la exposiciéon
a un antigeno aberrante, por lo que IgM
es bien conocida a actuar como primera
linea de defensa del organismo.

Objetivo

Describir el perfil de reconocimiento de
los anticuerpos IgM hacia antigenos abe-
rrantes expresados en el CaMa murino en
las diferentes etapas de desarrollo de la
enfermedad para obtener Antigeno-Anti-
cuerpo candidatos como una posible he-
rramienta para el diagnostico temprano.

Metodologia

Ratones macho transgénicos FVB/N-Tg(M-
MTV-PyVT) 634Mul/) se cruzaron con
hembras de la misma especie no transgé-
nicas. Se identificé a las hembras portado-
ras del oncogen MT por medio de PCRa la
semana 1, 2, 3,4, 5y 6 de edad. Se obtuvo
suero y tejido mamario de cada individuo
a los diferentes tiempos.

Resultados

Se tienen muestras de tejido mamario
y suero de cada una de las 5 hembras
portadoras del oncogen y controles por
cada semana postnatal hasta la sema-
na 6. Los antigenos tumorales del tejido
mamario serdn identificados mediante
2D IgM- inmunoblot de cada individuo
con su propio suero para cada tiempo y
mediante técnicas de analisis de imagen
se determinaran las diferencias en el re-
conocimiento antigénico entre los indi-
viduos experimentales y los controles. Si
hay diferencias, se podran atribuir al re-
conocimiento de antigenos tumorales de
expresion temprana y se procederd a su
identificacion.
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( El céncer de mama (CaMa) es una de las enfermedades mas frecuentes eh %&/ ,
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mujeres de todo el mundo. Es importante para México, mejorar y ampliar el
tamizaje para su deteccién temprana’. Uno de los modelos murinos utilizados
en CaMa es el de los ratones transgenicos PyVT, los cuales desarrollan cancer
de mama de manera espontanea®. IgM es la primera clase de anticuerpo que
aparece en la superficie de una célula B inmadura; y es la primera en ser
secretada a la sangre en la etapa postnatal® y por lo tanto es la primera en
responder hacia la exposicion a un antigeno aberrante, por lo que IgM es bien
Qanocida a actuar como primera linea de defensa del organismo.

Objetivo
Describir el perfil de reconocimiento de los
anticuerpos IgM hacia antigenos aberrantes
expresados en el CaMa murino en las
diferentes etapas de desarrollo de Ia
enfermedad para obtener Antigeno-
Anticuerpo candidatos como una posible
\herramienta para el diagnéstico temprano.

Metodologia
/ Ratones  macho transg‘é-ﬁcos FVB/N-
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Resultados
Se tienen muestras de tejido mamario y \
suero de cada una de las 5 hembras

portadoras del oncogen Yy controles por cada
semana postnatal hasta la semana 6. Los
antigenos tumorales del tejido mamario
seran Identificados mediante 2D IgM-
inmunoblot de cada individuo con su propio
suero para cada tiempo y mediante técnicas
de analisis de imagen se determinaran las
diferencias en el reconocimiento antigénico
entre los individuos experimentales y los
controles. Si hay diferencias, se podran
atribuir al reconocimiento de antigenos
tumorales de expresion temprana y se
procedera a su identificacion.
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Diversos esfuerzos se han llevado a cabo
para entender los procesos implicados en
la relacién huésped-parasito de la cisti-
cercosis causada por T. solium. Un aspecto
estudiado es la internalizacion de protei-
nas del huésped (albumina, inmunoglo-
bulinas, etc.), las cuales pueden alcanzar
hasta un 13% de las proteinas totales en
el fluido vesicular, sin embargo, se desco-
noce el destino o funcién que desempe-
nan la mayoria de ellas.

En el presente proyecto hemos producido
y purificado IgG murina marcada metabé-
licamente con leucina tritiada. Posterior-
mente se incubaron cisticercos de T. cras-
siceps (modelo biologico de cisticercosis)
en medio adicionando la IgG marcada.
Después del cultivo se obtuvo un extrac-
to proteico del cisticerco y se separd por
SDS-PAGE. La marca radiactiva se rastre6
mediante fluorografia.

Considerando un destino alternativo para
las proteinas del huésped, se decidi6 ex-
plorar la composicién de los corpusculos
calcareos, lo cuales son concreciones de
sales de fosfato depositadas en una ma-
triz organica de polisacaridos, lipidos y
proteinas. Se obtuvo un extracto protei-
co de corpusculos y se identificaron las
proteinas por espectrometria de masas.
Los datos revelaron que las proteinas del
huésped representan un 70% de la matriz
proteica de los corpusculos, lo que su-
giere que podrian estar siendo desecha-
das por esta via. También se considera la
posibilidad que aproveche la funcion de
las IgG de alguna otra manera como en el
caso del complejo Hemoglobina/hapto-
globina para la obtencién de hierro.

133 |

i ;
5 % PROTEINAS DEL HUESPED INTERNALIZADAS POR EL

“j CISTICERCO DE Taenia crassiceps: ¢ QUE HACE CON ELLAS?

FLORES-BAUTISTA J.1, NAVARRETE-PEREA J.1, SOBERON X.2, LACLETTE JP.!

g 1. Instituto de Investigaciones Biomédicas, Universidad Nacional Autdnoma de México. Ciudad de México, 04510, México. Tel: 5622-8955.
laclette @ biomedicas unam.mx.

|
2. Instituto Nacional de Medicina Gendmica, Ciudad de México, México. BIOVIELICA

o7 e . . = y y Taenia crassiceps
Derivado del estudio de la interaccion huésped-parasito en la (Cisticerco) £
cisticercosis causada por el metacéstodo de Taenia solium, se ha Tejido

descrito la internalizacién de proteinas del huésped (albumina,
inmunoglobulinas, etc.), las cuales pueden representan hasta un
13% de las proteinas totales en el fluido vesicular, sin embargo, se
desconoce el destino o funcién que desempefan la mayoria de |
ellas. En el presente trabajo se pretende dilucidar el objetivo o & '
funcion de las proteinas del huésped que son internalizadas por el
cisticerco de T. crassiceps, el cual es un modelo de estudio de la

Fluido ¢

Vesicular~
)

5 : IgG-*H
cisticercosis.
i 5 Disoluciénd .
Proteinas cllel huésped e D sa"esc:o&lglle" d?;cse:o,::;::s i
Pr i6 : | £
S Haptoglobina- ¢Fuente de éProductos de u Tx1
ongolea Hemoglobina aminoacidos? desecho? Lavado con0.1 NHC | Tx2
(albumina) ) : : : )
A . s Abundanci
éLas proteinas del huésped son una fuente de e
aminoacidos para el cisticerco ? -
9 = Buscar 3H en las .
\ Cultivo .
CIgG-*H 3 proteinas de los
ChsvicergoriEoH extractos de cisticerco
Fluorografia Fluoregrafia 8
500pg lgG-"H 3opci Txl  Tx1' Tx2  Tx2'
T [PV ] MG Jwom | gom VF | CM M HOST [iTaenia
200a—| o o It - had Fig. 2.- Abundancia relativa de proteinas del huésped
0 —i |2 il y del cisticerco.
100— - ¢ Utiliza las proteinas del huésped?
50— | H 75— i - Non-cy pigs
a7 — 50— —u-lghéwﬂi%lwnﬂu Eaj = :'! : n
cc | suero | cC [ Suero 2
37— 250 kam = - .
2bis== 1‘?— o n - .. - o
L n_ 25— | - ;: o 1 Albumin

Fig. 1.- Proteinas tritiadas en extractos de cisticerco.

37—

Cysticercotic pigs
; e

¢Desecha las proteinas del huésped? 2t | (e "

W

- £ . . ) . 15 =
o \ Los corpusculos calcareos han sido £ e
involucrados en el deshecho de

componentes toxicos del cisticerco

Vargas-Parada, et al., 1999.

3.- A)lnmunodeteccion de albimina e IgG en extracto

proteico de CC. B) Utilizacién de Hb/Hp (Navarrete-Perea J.,
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Conclusiones

1. El uso de las proteinas del huésped como fuente de aminoéacidos parece minimo.

2. Un porcentaje de hasta 70% del contenido proteico de los corpusculos calcareos corresponde a proteinas del
huésped; lo que sugiere que son desechadas por esta via.

3. El cisticerco es capaz de aprovechar algunas funciones de las proteinas del huésped en su beneficio.

Los resultados iniciales muestran que el
uso de las proteinas del huésped como
fuente de aminodcidos es escaso pues
solo se detectd solo una banda indicado-
ra de posible sintesis de novo usando el
aminoacido marcado

El presente trabajo fue financiado por CONACYT 61334 (JPL) y PAPIIT-UNAM |G200616. Se agradece a CONACYT por el apoyo mediante |a beca de posgrado 305932.
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Introduccién.

En infecciones por Taenia crassiceps se ha
observado que la presencia de células T
reguladoras (Tregs) esta relacionada con
la instalacién del parasito en la cavidad
peritoneal, asi como con la modulacién
de la inflamacién. Sin embargo, en cepas
resistentes se desconoce el papel de la
depresion de Tregs.

Objetivo.

Observar en una cepa restrictiva a la in-
feccion por T. crassiceps el efecto de la
deplecion de células T reguladoras en la
carga parasitaria, asi como en el ambiente
inmunorregulador.

Material y Métodos.

Se emplearon 36 ratones C57BL/6 hem-
bra. Se dividieron aleatoriamente en tres
grupos: el grupo 1 fue inoculado con an-
ticuerpo anti-CD25 (PC61) para depletar
las células Treg; el grupo 2 recibié isotipo
IgG (YCATE, isotype IgG1); el tercer grupo
recibié SSI. A los dos dias postinoculacion,
los grupos 1y 2 fueron infectados con 20
cisticercos.

Los ratones fueron sacrificados a los 0, 5,
15 y 30 dias, se realizé un conteo de los
parasitos en la cavidad peritoneal y se
evaluo el porcentaje de Tregs.
Resultados.

Se observé una disminucién significativa
en los porcentajes de Tregs alosdias Oy 5
en los ratones inoculados con el anticuer-
po anti-CD25 en comparacion con los
inoculados con el isotipo. No se observo
relacion entre la deplecion de Tregs con
la disminucion en el nimero de parasitos.
Discusion y Conclusiones.

En este trabajo evaluamos el efecto de la
depleciéon de Tregs en la instalacion del
parasito en la cavidad peritoneal en una
cepa restrictiva a la infecciéon (C57BL6).
Los resultados muestran que la deplecion
de Tregs no tiene un efecto significativo
en la instalacion del parasito. Estos resul-
tados podrian sugerir que estas células
no estan implicadas en la instalaciéon del
parasito en la cavidad peritoneal, lo que
contrasta con los resultados observados
en una cepa permisiva (BALBc).

Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia

Manuel Velasco Suirez

RETARIA

SA]-UD Efecto de la deplecion de células T reguladoras en una cepa resistente % y
- a la infeccidn por Taenia crassiceps o

Adridn Guevara-Salinas?, Dina Lopez-Recinos?, Valeria Morales-Ruiz?, Michael Parkhouse?, Gladis Fragoso-Gonzilez?, Edda Sciutto-Conde? y Laura Adalid-Peralta®.
1) Unidad Periférica para el Estudio de la Neurainflamacién, INNN. 2) Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM

Introduccion

La cisticercosis es un problema grave de salud, considerada por la OMS una
de las enfermedades tropicales desatendidas!.

Taenia crassiceps se ha utilizado como modelo experimental para el estudio
de la cisticercosis causada por Toenia solium, debido a la similitud en su ciclo
de vida, composicién antigénica y respuesta inmune?.

Existen diferencias en la respuesta inmune entre la cepa de ratones

susceptible (BALBc) y resistente (C57BL/6).
C57BL/6 /’i

* Haplotipo MHC-II (H2¢). * Haplotipo MHC-II (H2"Y).

* Mayor produccion de citocinas de perfil * Mayor produccion de IFN-y durante la
Th2 (IL-4, IL-13). infeccion (Thi).

* Rapida conversion de macréfagos en * Macréfagos mantienen la capacidad
macrofagos  alternativamente activados  de producir citocinas proinflamatorias.
(AAM's). +DC mayor produccion de IL-12 v

* DC menor produccion de IL-12 & TNF-cy  TNF-c.
baja expresion de CD80, CD86 y CD40. *Los porcentajes de Tregs en el

* Aumento de Tregs en el peritoneo al inicio  peritoneo se mantienen constantes
y en la fase cronica de la infeccion por durante la infeccion por T. crassiceps.
T. crassiceps.

* Disminucién de la carga parasitaria al

depletar células Treg.
2,3

BALBc J@

Objetivo

Determinar en una cepa resistente a la infeccién por T. crassiceps el efecto
de la deplecion de células T reguladoras en la carga parasitaria, asi como en
el ambiente inmunorregulador.

Metodologia experimental

Dia -2 Dia0 DI? 5 Dia 15 Dia 30
| | | |

I I I I |

ant-CD25 (PCE1) =36 ratones C57BL/6 w12 ratones C57BL/6 w12 ratones C57BL/6  x12 ratones C57BL/6
=12 Controles s/finfec -4 Controles sfinfec -4 Controles s/infec -4 Controles s/finfec

e -12 anti-CD25S -4 anti-CD25 -4 anti-CD25 -4 anti-CD2%
‘% -12 Isotipo -4 Isotipo -4 Isotipo -4 lsotipo
Isotipo [YCATE)
Apre.
20 clsticarcos Marcales

=Células T reguladoras

«Células T Efectoras/Naiv/Memaria
-Uinfocites T CO4+ activados
-Unfocitos T CO8+ activados
-Uinfocites B y células plasmaticas
“Celulas NKT

-Monocitos

Evaluacién da la deplecién

Contec de nimero de pardsitos
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Resultados

Para evaluar la deplecion de células Tregs se determind su porcentaje dos dias después
del tratamiento en los ratones tratados con el anticuerpo anti-CD25 (PC61) o con el
control isotipico (YCATE).
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anti-COS (PCET) hatpe (YOATH)
Fig.1 Porcentaje de T reg (CD25+, Foxp3+) dos dias después del tratamiento con mAB (PCE1) e isotipo (YCATE),
Con el fin de evaluar el efecto de la deplecidn en la carga parasitaria, se realizé un
conteo de |os parasitos en cavidad peritoneal a los 30 dias.

anti-CD25 (PC61)

Fig.2 Nimero de pardsitos a los 30 dias postinfeccién en ratones tratados con mAb (PCE1) e isotipo).

Con del objetivo de evaluar la respuesta inmune, se determind por medio de
citometria de flujo el nivel de distintas poblaciones celulares: Linfocitos T efectores, T
naive, T de memoria, Linfocitos CD4+ y CD8+ activados, linfocitos B, células
plasmaticas, células NKT y monocitos. Las poblaciones de linfocitos T efectores,
memoria, CD4+ y CD8+ activados no mostraron diferencias significativas entre los
grupos tratados con el anticuerpo anti-CD25 y el grupo del control isotipico.

Las poblaciones de monocitos y NKT mostraron un aumento constante durante el
proceso de la infeccidn.

Naiv

Células plasmaticas

I anti-CD25E (PCET)
B isotype (YCATE)
B Control

Porcentaje de células T naiv y células plasmaticas durante la infeccién por T. crassiceps.

Conclusiones

+ La deplecion de las células Treg en una cepa resistente no tiene efecto en la
instalacion del parasito en la cavidad peritoneal.
Los ratones con deplecidn de células Treg presentaron mayores niveles de células
plasmadticas, asi como menores niveles de células T naive en comparacion con los
ratones control.
Durante la infeccion se observd un aumento en el nivel de células NKT y
monacitos, que podrian participar en la respuesta inmune contra el parasito.
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En la enfermedad Parkinson (EP) se observa
pérdida de neuronas dopaminérgicas en la
sustancia nigra y acimulos de a-sinucleina.
En la EP ocurre activacidén de células gliales,
produccion de ROS y citocinas proinflama-
torias, e infiltracion de células periféricas. Se
desconocen las poblaciones reguladoras que
participan en la EP y existe controversia so-
bre el papel de las poblaciones proinflama-
torias en ella.

Objetivo.

Caracterizar las poblaciones celulares regu-
ladoras y las proinflamatorias en la sangre
periférica de pacientes de EP sin tratamiento.
Métodos.

Se caracterizaron poblaciones reguladoras
(Tregs, Bregs, CD8regs, células dendriticas
y monocitos) y proinflamatorias (Th1, Th2,
Th17, células dendriticas y monocitos) me-
diante citometria de flujo en PBMC de 10
controles, 15 pacientes de EP sin tratamiento.
Resultados.

Los monocitos clasicos generadores IL-12, las
células Th2 generadoras IL-4, Th2 generado-
ras IL-13 y TCD8 reguladoras estan aumenta-
das en pacientes con EP.

Mientras, las células Tregs activadas estan
disminuidas. Hay correlacion positiva entre
células Th2 generadoras IL-4 con Th2 gene-
radoras IL-13. Los monocitos clasicos genera-
dores IL-12 se correlacionan con monocitos
que expresan HLA-DR y los monocitos cla-
sicos correlacionan con células Th2 gene-
radoras IL-4. Hay correlacion negativa entre
monocitos clasicos generadores de IL-12 con
células dendriticas que presentan SLAMF1 y
entre monocitos clasicos generadores IL-12
con Tregs.

Discusion y Conclusiones.

La disminucion de Tregs periféricas, que su-
giere un déficit en la regulacién inmune du-
rante la EP, explicaria el aumento de células
T CD8Regs. La neuroinflamacion podria ser
mediada por monocitos clasicos generado-
res|L-12y célulasTh2 productoras IL-4 e IL-13.
Recientemente se describi6 la relacién entre
la presencia de receptores a estas citocinas y
la muerte de neuronas dopaminérgicas, por
lo que el aumento periférico de IL-4 e IL-13
podria participar en la neurodegeneracién
durante la EP.
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La Taenia solium es el agente causal de lo
cisticercosis humana y porcina. En el hu-
mano puede causar neurocisticercosis,
que es la enfermedad parasitaria mas fre-
cuente en el SNCy es considerada una en-
fermedad desatendida y relacionada con
la pobreza. Esta enfermedad comprende
dos huéspedes el cerdo y el humano, el
cual la puede adquirir al ingerir huevos
de T. solium en alimentos contaminados.
La transfeccion génica puede dividirse en
transitoria y estable, en la que el DNA ex-
terno si se integra en el genoma de la cé-
lula que lo recibe. En céstodos sélo se ha
logrado realizar transfeccién transitoria
principalmente para su utilizacién en es-
tudios de silenciamiento génico con RNA
de interferencia.

Nuestro grupo logré transfectar y expre-
sar transitoriamente GFP en Taenia cras-
siceps, resultados que llevaron a la publi-
cacion de un articulo original, aunque no
se ha reportado algun trabajo en el que
se logre realzar la transfeccion estable en
céstodos.

El organismo mas cercano a la Taenia en
el que ésta se ha reportado es Schistoso-
ma mansoni, en el que utilizan MLV-VSV'y
recientemente el sistema PiggyBac. Como
continuacién al trabajo de transfeccion
transitoria, publicado en 2015, llevamos
a cabo dos enfoques para continuar con
los estudios de transfeccion utilizando
la especie Taenia crassiceps, que es una
especie cercana a Taenia solium y que
puede mantenerse en condiciones de
laboratorio: 1) Utilizamos un enfoque de
cotransfeccién del transposén PiggyBac
mediante plasmidos ayudantes y dona-
dores con los promotores de los genes de
Spliced Leader y Actina con el objetivo de
desarrollar un método reproducible que
permita la transfeccion estable de la GFP
en cisticercos de T. crassiceps, asi como lo-
grar su expresion estable y demostrar la
integracion del gen de GFP; 2) Dado que
el silenciamiento génico es una de las téc-
nicas mas utilizadas en la actualidad ini-
ciamos con la utilizaciéon de siRNAs para
lograr el silenciamiento del gen de Enola-
sa de T. crassiceps.
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INSTITUTO DE INVESTIGACIONES

BIOMEDICAS
INTRODUCCION

La Taenia solium es el agente causal de loa cisticercosis humana y porcina (1). En  « En varias especies de céstodos se ha logrado realizar transfeccién transitoria princi-
el humano puede causar neurocisticercosis, la enfermedad parasitaria mas frecuente palmente para realizar silenciamiento génico(5). En 1. crassiceps nuestro grupo lo-
en el SNC, que puede ser adquirida accidentalmente al ingerir huevos en alimentos gro transfectar y expresar transitoriamente GFP (6).

contaminados (2). 2 . T :
2 * Aiin no se ha reportado la transfeccion estable en céstodos

Recientemente se reporto el genoma de T. solium y actualmente se realizan esfuer-

; g £ S * En Schistosoma mansoni se ha logrado transfectar establemente utilizado MLV-
z0s para desarrollar métodos précticos para la transfeccion de estos parisitos,

VSV y el sistema PiggyBac. (7, 8).
La transfeccion génica puede dividirse en transitoria y estable, en la que material

S i ; A » [n este trabajo reportamos nuestros esfuerzos por desarrollar dos tipos de transfec-
genético externo se integra en el genoma de la célula que lo recibe (3).

cion: 1. transfeccion estable con el transposon PiggyBac basada en los promotores
Taenia crassiceps es una especie cercana a Jaenia solium y que puede mantenerse de Spliced Leader y Actina y 2. Silenciamiento de genes por medio de siRNA.

en condiciones de laboratorio (4).

METODOLOGIA PARA LA TRANSFECCION ESTABLE RESULTADOS TRANSFECCION ESTABLE

Fig.1 Cistcercos de I. crnussiceps transfec-
tados con plasmido con promotor de acti-
na. Microscopia de fluorescencia. A) Con-
trol negativo no transfectado; B) Transfec-
tado

Inmunofluorescencia

Fig.2 Cisticercos de 1. erassiceps transfec-
tados con plasmido con promotor de acti-
na. A) Control sin transfectar; B) Co-
localizacion de DAPI y anticuerpos «-GFP
(rojo)

Oligonicledtidos de GFP para RT-PCR . R R R A
Forward AAGGAGAAGAACTTTTCACTGG
Reverse  GGCATGGATGAGCTCTACAAA
*Producto de T07pb

Fig.3 RT-PCR. RNA de cisticercos de 1.
crassiceps microinyectados v tratados
w por soaking a los 7 dias post-
™ transfeccion

METODOLOGIA PARA SILENCIAMIENTO GENICO ,
RESULTADOS SILENCIAMIENTO GENICO CON siRNAs

Secuencias de siRNAS contra @l gen de Enolass

Estructura  sccundaria  del

mRNA de Enolasade 7 cras- A" — Bl coor e |
siceps y secuencias de siR- | (] 2 Actina)
[) MNAs complementarias =1 . =N - =
i | |
3 Ho tratado 24I
C:" Mo tratado 24hr (Enolasal

n
W [sacnorz
N_

3IENA Enot 46h Enclasa) |

{Enclasa)

K crassiceps electroporados con siRNA contra el gen
Electroporacion de cisticercos de enolasa. A) Grafica que muestra el nivel de expre-
de T crassiceps con siRNAs

Cisticercos de [ crassiceps cultivados

por 24h v 48h post-transfeccion sion del gen de enolasa en cisticercos tratados y no
tratados. Ademds se muestra la expresion de actina;
B) Codigo de colores correspondiente a “A™; C)
Grafica que muestra la disminucion de la expresion
del gen (éc enolasa a las 24h v 48h comparado con su

expresion basal (1).

C I Fig.4 RT-PCR tiempo real. RNA de cisticercos de 1.

CONCLUSIONES PRELIMINARES

En algunos cisticercos transfectados con el gen de GFP es posible observar fluorescencia debida a GFP después de 7 dias, lo que sugiere que la transfeccion se esta llevando a
cabo. La observacion mediante microscopia de fluorescencia de una reaccién de los anticuerpos contra GFP reaccionan contra algunas células del tegumento de los cisticercos
podemos suponer que no sélo el gen de GFP esti integrandose, sino que también se esta expresando la proteina, lo cual pudimos corroborar con inmunofluorescencia,

Los experimentos de RT-PCR con cisticercos transfectados mostraron resultados positivos, sin embargo al realizar experimentos con controles, identificamos la presencia de
plismido en el RNA extraido, lo cual puede dar lugar a falsos positivos.

Estos resultados son prometedores, sin embargo hace falta realizar las pruebas de southern-blot para confirmar que la secuencia del gen de GFP esta integrada al genoma de 7.
crassiceps.

El silenciamiento del gen de enolasa muestra un silenciamiento de cerca del 99%; sin embargo, se trata de los primeros resultados, por lo que hay que realizar mas pruebas que
nos permitan confirmar estos hallazgos.
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Introduccioén.

En la infeccién por T. crassiceps se ha ob-
servado la capacidad de este parasito
para evadir la respuesta inmune, como
muchos helmintos la excrecién y secre-
ciéon de moléculas ha sido un mecanis-
mo de supervivencia de mayor relevan-
cia. Las proteinas de excrecién/secrecion
(PES) han demostrado tener relaciéon con
la patogenicidad y pueden inducir un
ambiente regulador, reclutando monoci-
tos activados alternativamente y T regu-
ladoras (Tregs). Este trabajo identificard y
caracterizara las proteinas de T. crassiceps
inductoras de Tregs mediante protedmica
y analisis bioinformatico.

Material y Métodos.

Los productos inductores de Tregs se eva-
luaron en ratones BALBc y se analizaron
por citometria. La integridad de las protei-
nas se observo por SDS-PAGE y la huella
peptidica por geles 2D. Los spots induc-
tores fueron cortados y digeridos para su
analisis por espectrometria de masas.

La secuencia de péptidos se evalué por
multialineamiento y las proteinas con
mayor % de identidad fueron correlacio-
nadas con la base de datos para T. solium.
Resultados.

Se obtuvo la huella peptidica de 23 spots
diferenciales para el PES inductor, de los
cuales 19 se caracterizaron por secuencia-
cion, después del analisis bioinformatico
se identificaron 21 proteinas candidatas,
las cuales se clasificaron por funcién en
procesos metabdlicos e inmunolégicos
mediante UniProtKB.

Discusion.

Se identificé un conjunto de proteinas in-
ductoras de Tregs mediante la secuencia-
cion de los spots, las cuales se clasificaron
por funcién biolégica.

Conclusion.

Su posterior clonacién y expresion nos
permitira evaluar su capacidad antiinfla-
matoria en diferentes modelos murinos
de enfermedades inflamatorias periféri-
cas (artritis y colitis) y centrales (esclerosis,
Parkinson).
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ACTIVIDAD INMUNOMODULADORA, PARA EL CONTROL DE PROCESOS INFLAMATORIOS.
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INTRODUCCION

Los helmintos son inmunoreguladores magistrales gracias a la cantidad de moléculas producto
de su metabolismo gue permiten adecuar el ambiente para su desarrollo (Tato P. y cols,
2004)(Johnston M. 2009). Se ha demostrado que los parasitos del género Taenio tienen la
capacidad de modular al sistema inmune dando lugar a la respuesta preferente de tipo Th2, la
estimulacidon de poblaciones de células T reguladoras (Tregs) y la presencia de macrdfagos
activados alternativamente. (Rodriguez et al, 2002)(Pedn et al, 2013). Se ha observado que estas
células Tregs inhiben el proceso inflamatorio y participan en la instalacién y sobrevida del
pardsito (Adalid y cols, 2011; 2014). Sin embargo se desconocen las moléculas parasitarias que
inducen células T reguladoras.

OBIJETIVO

Identificacion y caracterizacion de las proteinas de secrecion y excrecion de cisticercos de Taenia

e

crassiceps que inducen células T reguladoras. Mechanisim of immmne mudulation by helminth ES products. esian b st 00
MATERIALES Y METODOS
ENSAYOS DE INDUCCION DE y
CELULAS TREGS MEDIANTE LOS SEPARACION DE LAS MOLECULAS SECUENCIACION DE SPOTS PREDICCION DE PROTEINAS EN LA
PRODUCTOS DE EXCRECION- ﬁ INDUCTORAS DE LOS PES. OBTENIDOS Y ANALISIS BASE GENERAL Y BASE Taenia sp. >

SECRECION DE T. crassiceps

ANALIZADOS POR CITOMETRIA GELES DE 2 DIMENSIONES

DE FLUWO,
1.- IEF (P1) e
\L’ 2.- SDS-PAGE (p.m.) —
; o " :
s @_{“ﬁ) ] - l
- = =
'Q.‘_"L‘D =
J"\- — |_
& 5/1\ l L
= L === Fl bed |t
- e ,
. = —
CD3+ CD4+ CD25+ FOXP3+ sl et [
RESULTADOS
0 =m0 0
PES-NO INDUCTOR PES-IND!JCTQR e ‘| R
'69 ¢ S
2 e

19 spots fueron secuenciados y se
encantraran 21 proteinas mayores a 6% de
Iduntidad, su Identificaron 12 péptides con

100% de identidad en ef genoma de T. sofium.

23 spots diferenciales

DISCUSION

Se encontraron 23 spots diferenciales (range de pH 3-8 y p.m. 73-223 kD), 19 de ellos fueron secuenciades, se identificaron 21
proteinas mayores a 66% de identidad en la base general y 13 proteinas para la base de Toenio sp. de las cuales 11 péptidos
correspondian al 100% de homaologia con el genoma de T, solium.

Establecimos que efecti las p tes en nuestro producto inductor utilizan alguna de las via de secrecidn: Clisica
(BG:6, BTs:8) y No Clisica (BG:10, BTs:2).

* Las mayorfa de las proteinas identificadas presentaban actividad inmunaldgica, enzimatica y catalitica

+ Estos hallazgos sugieren que el parasito puede excretar moléculas a su entorno come mecanismo de evasion, las cuales inducen
celulas T reguladoras que permitan suprimir la respuesta inmune del huésped.

Perspectiva...

Las proteinas caracterizadas serdn clonadas y utilizadas para ensayos de induccién en modelos murinas de pracesos inflamaterios
periféricos y centrales: Ell {Enfermedad Inflamatoria Intestinal), artritis, esclerosis y Parkinson.

BIOINFORMATICO. 66%.
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ALINEAMIENTOS DE PROTEINAS
IDENTIFICADAS CONTRA EL
GENOMA DE T. solium E
IDENTIFICACION DEL
PORCENTAIE DE IDENTIAD.
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Introduccion.

La enfermedad de Parkinson (EP), la segun-
da enfermedad neurodegenerativa mas fre-
cuente, resulta de la muerte de neuronas
dopaminérgicas en la sustancia nigra. La pro-
gresion de la EP se ha asociado con neuro-
inflamacién. A nivel periférico se modifican
los perfiles de células efectoras y regulado-
ras, y los niveles de citocinas. Sin embargo, se
desconoce si estas alteraciones se relacionan
con el tratamiento.

Objetivo.

Analizar los cambios en la respuesta inmune
periférica después del tratamiento en pa-
cientes con EP.

Material y Métodos.

Se reclutaron 9 pacientes con EP sin trata-
miento. Se obtuvo una muestra de sangre
periférica a la inclusién, y un ano después del
tratamiento se repitié la toma. Los fenotipos
celulares se caracterizaron mediante citome-
tria de flujo. Se analizaron las células Tregs,
CD8 reguladoras, B reguladoras, dendriticas
activadas y tolerogénicas, monocitos clasi-
cos, intermedios y no-clasicos, células ThT,
Th2 y Th17. Los pacientes fueron evaluados
utilizando las escalas UPDRS y H&Y.

El tratamiento consistié en agonistas dopa-
minérgicos solos o combinados con
levodopa.

Resultados.

Se observé un aumento en Tregs activas,
monocitos intermedios productores de IL-
10, monocitos intermedios que expresan
HLADR, monocitos no-clasicos que expresan
HLADR, célulasTh1yTh17 productoras de IL-
17 después de un ano de tratamiento. Tras el
tratamiento se observé disminucién en célu-
las Th2 productoras de IL-13.

Discusion y Conclusiones.

El analisis mostré aumento en los perfiles Th1
y Th17, sugiriendo un ambiente inflamatorio
persistente en pacientes con EP. También se
observé un aumento en las Tregs activas y
monocitos intermedios, sugiriendo que el
tratamiento induce una recuperacion en la
respuesta inmune reguladora. Se ha descrito
una disminucion de Tregs en la EP, y en este
estudio se demostré que luego de un ano, el
tratamiento favorece una respuesta inmune
reguladora, que coincide con una disminu-
cién en los puntajes en las escalas UPDRS y
H&Y.

143 |

Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia

Manuel Velasco Suarez

“Ipxic0”

EL TRATAMIENTO CON AGONISTAS DOPAMINERGICOS EN PACIENTES
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Unidad Periférica para el Estudio de la Neuroi ign en F
INTRODUCCION

La enfermedad de Parkinson (EP), es la segunda enfermedad
neurodegenerativa mas frecuente y afecta al 1% de las personas mayores de
60 afios', La EP se caracteriza por la muerte de neuronas dopaminérgicas en la
sustancia nigral. La progresion de la EP se ha asociado con neurcinflamacion?.

A nivel periférico se ha visto un aumento del perfil celular Thl7 y una
disminucién de células CD4, B y células T reguladoras®*. Sin embargo, se
desconoce si estas alteraciones se relacionan con el tratamiento.

OBJETIVO

Analizar los cambios en la respuesta inmune periférica después del

tratamiento en pacientes con EP.

UPDR’s
Hoehn y Yahr
Cuestionario de Beck METODOIDG[A S
Evaluaciol < " . &
clinica P 0 s
Inclusié "¥o 3 4 @
NeG § eV 33‘,}?—’!;: . ¥
M=4 Sin tratamientd® = @" w _— ’
H=5 PBMC’s
2 o ‘ > T
Evaluacionff Con traffifliento, ¥ 0 o D29 s
clinic Pramipexol y/o 33¢ J — 3 # M
=4 J 3 ¥
levodopa -
UPDR’s
Hoehn y Yahr Células T reguladoras
Cuestionario de Beck Células CD8 reguladoras
Células B reguladoras
Células Plasmiticas
Células driticas |activadas y
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Caracteristicas clinicas de los pacientes
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Como parte de |a respuesta inflamatoria:

Se observé un aumento de monocitos no-cldsicos que expresan HLA-DR, células
Thl y células Thi7 productoras de IL-17, asi como disminucion de células Th2
productoras de IL-13 después de un afio de tratamiento.

THa THz2 ! THay IL-27a+
4 Bp=o.024 Wr=o os : p=0.036
" 3.5 : 265
all 0. .
' PACIENTES PAC L ARD PHRNTE PAC AN  paceTes PAC 3 ARID

MONOCITOS NO
. CLASICOS HLA

Como parte de |a respuesta reguladora:
Se observé un aumento en las células T reguladoras activas, monocitos
intermedios productores de IL-10, monocitos intermedios que expresan HLA-DR.

TREGS ACTIVAS MONOCITOS MONOCITOS
Wpsc.ot INTERMEDIOS HLA INTERMEDIOS IL-10
[
276 5 Bp=o.011 ; Bpro.0n1

245 AR 231

. — . — D
. == =

PACIENTES PAC1ARO

PACIENTES PAC 3 ARD PACIENTES PAC1ARD

DISCUSION Y CONCLUSIONES

El andlisis mostré aumento en los perfiles Thl y Th17, sugiriendo un ambiente
inflamatorio persistente en pacientes con EP. También se observé un aumento
en las T reguladoras activas y monocitos intermedios, sugiriendo que el
tratamiento induce una recuperacion en la respuesta inmune reguladora. Se ha
descrito una disminuciéon de T reguladoras en la EP, y en este estudio se
demostrd que luego de un afio, el tratamiento favorece una respuesta inmune
reguladora, que coincide con una disminucién en los puntajes en las escalas
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La Enfermedad de Chagas es un proble-
ma de salud publica en diferentes paises
de América, Europa y Asia, caracterizado
por las afecciones cardioldégicas que su-
fren los pacientes, principalmente en la
etapa crénica de la infeccion. El parasito
causante es el protozoario Trypanosoma
cruzi. El tratamiento de la enfermedad se
realiza, desde hace mas de 30 anos, con el
compuesto Benznidazol.
Desafortunadamente la eficacia del mis-
mo es baja y tiene severos efectos se-
cundarios en el paciente. Por ello se eva-
ldan nuevos compuestos, para encontrar
aquellos con mayor capacidad tripanoci-
da y menores efectos secundarios.
Tradicionalmente se evalua el efecto de
los compuestos candidatos sobre la mo-
vilidad y crecimiento de T. cruzi.

Sin embargo, se ha propuesto que el efec-
to observado puede no ser concluyente,
por lo que se ha optado por otros para-
metros como la actividad de enzimas cla-
ve en la fisiologia de éste parasito.

Por ello, los objetivos del presente traba-
jo fueron establecer las condiciones para
evaluar la actividad de la enzima succi-
nato deshidrogenasa de T. cruzi median-
te el ensayo de MTT y evaluar mediante
esta técnica la capacidad tripanocida de
un derivado de anfotericina B. Después
de evaluar diferentes condiciones para el
ensayo, se determind que cultivos de 60 x
106 parasitos incubados durante 5-24 hr
en presencia del compuesto de interés y
durante 4 hrs en presencia de MTT, eran
las adecuadas. Estas condiciones fueron
empleadas para probar un compuesto
derivado de Anfotericina B que ha mos-
trado tener baja citotoxicidad en células
de mamifero. Este compuesto demostré
tener un mejor efecto tripanocida que el
benznidazol (fArmaco de referencia) el ser
probado contra tres especies de tripano-
somatidos patdgenos humanos.

Martinez Ignacio’, Ortega Blake lvan?, Espinoza Bertha'
1. Departamento de Inmunologia, 1B Nueva Sede, UNAM.
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INTRODUCCION

La Enfermedad de Chagas es un problema de salud publica en diferentes paises
de Amérir:a Eumpa y Asia (1). Este padecnmtanto se caracteriza por las

i que sufren los paci pri ite en la etapa
cronica de la infeccion. El parasito causante es el pmlozoarru Trypanosoma cruzi,

Estas condiciones fueron empleadas para probar un primer compuesto derivado
de Anfotericina B que ha demostrado tener Ia misma capacidad antifungica pero

con una marcada red 5n en los efect toxicos de la primera (Figura 3). El
derivado de anfotericina demostré tener un mejor efecto tnparlncfda que el
henzmdazol (fﬁrmaco de referencla} el ser probad tra tres especies de
trif | gt (Figura 4).

cuyo complejo ciclo de vida involucra un vector invertebrado y una pli
variedad de mamiferos, incluido el hombre (Figura 1).
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El tratamiento de la enfer i se realiza, desde hace mas de 30 afios, con el 7
compuesto Benznidazol (2). D fort: i te la efi ia del tratamiento es
baja y los efectos larios en el p te pueden ser incapacitantes para éste ki
(3). Por ello en la actualidad se luan diferentes comy tos con la finalidad de I
encontrar aquellos que tengan mayor capacidad tripanocida y menores efectos %
secundarios sobre el paciente. =
Tradicional te se laa el efecto de los compuestos candidatos sobre la E
movilidad o sobre el crecimiento de T cruzi. En ambos casos ha propuesto que el =
efecto observado puede no ser concluyente, por lo que se ha optado por otros
parametros como la actividad de enzimas clave en la fisiologia de éste parasito.
Por ello, los objeti del pr te trabajo fueron establecer las condiciones para I
la actividad de la succinato deshidrogenasa de T. cruzi mediante el
ensayo de MTT y evaluar mediante esta técnica la capacidad tripanocida de un e ey e
derivado de anfotericina B LB, > 1054 L0n a7 L0 =58
METODOLOGIA
Se siguio el procedimiento descrito en la figura 2, modificando las cantidades de
parasitos requeridas, las concentraciones de MTT, los tiempos de incubacion y los g
solventes para la sal de formazan resultante. i
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=== CONCLUSIONES :
Figura 2. e actividad de T eruzi o Se establecié un procedi to rapido y efi te para | el efecto tripanocida de
B B msm,mmm”‘m,wm':d:ﬁ;ﬁﬁm i i) nuevos compuestos. El derivado de Anfotericna B mostré un buen efecto tripanocida
de incubar durante 4 hrs a 28°C, (a 53l do formazan yia tra tres especies de tripanosomatidos patégenos humanos.
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RESULTADOS

Después de evaluar diferentes condiciones para el ensayo (nimero de células,

tiempo de incubacion con el MTT, concentracion de MTT, solvente y volumen del

mismo para solubilizar la sal de formazan) se determiné que las mejores
dici son las pr ias en la figura 2.
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En una mastitis infecciosa, es primordial re-
gular el microambiente inflamatorio que ge-
nera un aumento de la expresidn de genes
de algunas citocinas inflamatorias por las
células epiteliales alveolares asi como la re-
gulacion negativa de la expresion de genes
de caseinas y acidos grasos. Los macrolidos,
son antibacterianos con accién anti-infla-
matoria y se ha postulado que su accién es
inhibiendo NF-kB, suprimiendo la activacion
de AP-1y el aumento de IL-10. Tilmicosina es
un macrolido usado para el tratamiento de la
mastitis, pero se desconoce si este farmaco
modula el proceso inflamatorio en la glandu-
la mamaria.

Objetivo.

Evaluar el efecto de la timilcosina en la mo-
dulacién del proceso inflamatorio y la pro-
duccion lactea en células epiteliales mama-
rias bovinas infectadas con Staphylococcus
aureus.

Materiales y Métodos.

Se utilizé la linea celular bovina MAC. Las cé-
lulas se infectaron con una cepa ATCC de Sta-
phylococcus aureus, 12 horas previas a la in-
feccién un grupo recibié una dosis de 10ug/
mL de tilmicosina (T12) y otro grupo recibio
la misma dosis posterior a la infeccion (T2p).

Por medio de microscopia, FACS y qRT-PCR
se analizé el efecto inmunomodulador del
farmaco.

Resultados y conclusiones.

Se establecié un protocolo de infeccién con
S. aureus, se observd que la infeccidén pro-
voca una disminucion de las sintesis de ca-
seinas de hasta un 80%, el pre tratamiento
con tilmicosina inhibe esta disminucién de
proteinas. Tilmicosina genera un efecto pro-
tector celular ante la infeccion bacteriana el
cual se ve reflejado con una alta taza de su-
pervivencia celular en los grupos T12 hasta
las 24 horas y en le grupo T2p hasta las 6
horas. Este efecto viene acompanado de una
disminucidén de la sintesis de especies reduc-
toras de oxigeno (ROS). Se evaluara si esta
disminucion de ROS tendrd un efecto en la
sintesis de citocinas pro inflamatorias (II-1p,
TNF-a e IL-6). Tilmicosina modula el proceso
inflamatorio en glandula mamaria y restaura
la sintesis de caseinas.
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Los macrdlidos son antibacterianos
usados en medicina veterinaria se a
postulade gue su accidén anti-
inflamatoria de algunos de estos
farmacos es mediante la inhibicion del
factor NF-xB, supresion de la
fosforilacion de AP-1 y el aumento
IL-10. Tilmicosina es un macrolido del
cual se desconoce el efecto en el
proceso inflamatorio y la sintesis el de
caseinas lacteas.

En una mastitis infecciosa, es
primordial regular el
microambiente inflamatorio que
genera un aumento de la
expresion de genes de algunas
citocinas inflamatorias por las
células epiteliales alveolares asi
como la regulacion negativa de la
expresion de genes de caseinas y
acidos grasos.

Evaluar el efecto de |a timilcosina
en la modulacién del proceso
inflamatorio y la produccidn lactea

-en células epiteliales mamarias
| bovinas infectadas con

Staphylococcus aureus.
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Efecto de tilmicosina en la viabilidad celular durante
la infeccion de MACs con 5. aureus.
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Figura 6. Tilmicosina disminuye produccidn de ROS.
2 posterior 8 la infeccidn con 5. aureus timicosina disminuye la sintesis de

radicales libres intracelulares.

Se establecid un protocolo de infeccidon con S
aureus., se observd que la infeccion provoca una
disminucion de las sintesis de caseinas de hasta un
80%, el pre tratamiento con tilmicosina inhibe esta
disminucién de proteinas.

Tilmicosina genera un efecto protector celular ante
la infeccion bacteriana el cual se ve reflejado con
una alta taza de supervivencia celular en los grupos
T12 hasta las 24 horas y en le grupo T2p hasta las 6
horas. Este efecto viene acompafiado de una
disminucidn de la sintesis de especies reductoras de
oxigeno (ROS). Se evaluard si esta disminucidn de
ROS tendrd un efecto en la sintesis de citocinas pro.
inflamatorias (II-1B, TNF-a e IL-6).

Tilmicosina modula el
proceso inflamatorio en
glandula mamaria y restaura
la sintesis de caseinas.

* Al CONACYT, por la Beca
Posgrado

otorgada, No. 254056.

* CBRL,

* PROYECTO PAPIIT
IT201116.

Inmunologia



XX Congreso de Carteles 149 |

Evaluacion de compuestos con actividad anfi
Mycobacterium tuberculosis por el método de rema

“EVALUACION DE COMPUESTOS CON ACTIVIDAD ANTI 2.."-;"
MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS POR EL METODO DE REMA”.

1Mayra Silva Miranda, 'Clara I. Espitia Pinzén y 2Programa Institucional “Nuevas alternativas de tratamiento C ONA C YT
para enfermedades infecciosas” NUATELIIB. 1Q, FQ. ' Catedratica CONACYT-IIB. Consejo Nacional d

BIOMEDICAS

Mayra Silva Miranda!
Clara I. Espitia Pinzéon!
Programa Institucional *"Nuevas alternativas de
fratamiento para enfermedades infecciosas”?

NUATELIIB. 1Q
'Catedratica CONACYT-IB

Introduccioén.

La tuberculosis (Tb) es una enfermedad in-
fecciosa de importancia mundial que causé
alrededor de 1.8 millones de muertes en el
2015de acuerdo a la OMS. La enfermedad
es importante también, porque presenta
una alta incidencia de coinfeccién con VIH
y por la creciente aparicion de cepas mul-
tidrogoresistentes (MDR) y extremadamen-
te resistentes (XDR). El clasico régimen de
tratamiento contra la tuberculosis se basa
en 4 antibidticos: Rifampicina, isoniazida,
etambutol, pirazinamida o estreptomicina
(denominados farmacos de primera linea)
administrados durante 6 meses. Este tra-
tamiento complejo, largo y ademas toxico
y ha potenciado la aparicion de las cepas
MDR y XDR (Wong et al., 2013, WHO report
2016). Es por esto que nosotros estamos
enfocados en la busqueda de nuevos tra-
tamientos contra esta enfermedad a través
del grupo multidisciplinario institucional
NUATEL

Metodologia.

Evaluamos la actividad de compuestos de
origen natural, sintéticos y péptidos en
contra M. tuberculosis por el método de
REMA (resazurin microtiter assay).

Se determina la citotoxicidad de los com-
puestos en células Vero mediante la técnica
de MTT.

Resultados.

Se evaluarén 111 compuestos de los cua-
les 57 fueron extractos de productos natu-
rales, 21 compuestos purificados de estos
extractos, 30 compuestos sintetizados en
el IQ y 3 péptidos derivados de lactoferri-
na. De estos compuestos se han logrado
obtener 15 candidatos o HITS contra M. tu-
berculosis. El criterio para seleccionar estos
HITS son: MIC <10 Xg/ml, IS <10y actividad
contra una cepa monoresistente.
Conclusiones.

Nos hemos establecido como un grupo
multidisciplinario enfocado en la busqueda
de nuevas moléculas con actividad contra
tuberculosis, hasta el dia de hoy tenemos
ya 3 candidatos prometedores, se esta eva-
luando su actividad en células THP-1y pos-
teriormente en un modelo de infeccién con
por aerosol con M. tuberculosis
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INTRODUCCION

La tuberculosis (Tb) es una enfermedad infecciosa de
importancia mundial que causa mas muertes en el 2015 por
la OMS. La enfermedad es importante por la alta incidencia
de coinfeccion con VIH y por la creciente aparicion de cepas
multidrogoresistentes (MDR) y extremadamente resistentes
(XDR). El clasico régimen de tratamiento contra tuberculosis
se basa en 4 antibidticos: Rifampicina, isoniazida, etambutol,
pirazinamida o estreptomicina (denominados farmacos de
primera linea) administrado durante 6 meses. Este
tratamiento complejo, largo y ademas toxico ha potenciado
la aparicion de cepas MDR y XDR (Wong et al., 2013, WHO
report 2016). Es por esto que nosotros estamos enfocados
en la busqueda de nuevos tratamientos contra esta
enfermedad a través del grupo multidisciplinario institucional
NUATEL

RESULTADOS

Compuestos evaluados en el modelo de REMA
contra M.tuberculosis H37Rv
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METODOLOGIA

Evaluamos la actividad de compuestos de origen natural,
sintéticos y péptidos en contra M. tuberculosis H37Rv ATCC
27294 por el método de REMA (resazurin microtiter assay).
Se determina la citotoxicidad 1C, en células Vero mediante
la técnica de MTT. El criterio para seleccionar estos HITS
son: MIC,o £10 pg/ml, 1S <10 (indice de selectividad= 1Cs, /
MIC ,q0) v actividad contra una cepa monoresistente M.tb
209 aislado clinico)
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CONCLUSIONES

Nos hemos establecido como un grupo
multidisciplinario enfocado en la blsqueda de nuevas
moléculas con actividad contra tuberculosis, hasta el
dia de hoy tenemos ya 3 candidatos prometedores,
se esta evaluando su actividad en células THP-1 y
posteriormente en un modelo de infeccién con por
aerosol con M. tuberculosis.
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Abstract Herein we outline a plausible
proteome, encoded by the most ances-
tral genetic code that existed in the RNA
world. We unveil the primeval phenotype
by using only the RNA genotype; it means
that we recovered the most ancestral pro-
teome, mostly made of the 8 amino acids
encoded by RNY triplets. By looking at
those fragments, it is noticeable that they
are positioned, not at catalytic sites, butin
the cofactor binding sites. It implies that
the stabilization of a molecule appeared
long before its catalytic activity, and the-
refore the Ur-proteome comprised a set
of proteins modules that corresponded to
Cofactor Stabilizing Binding Sites (CSBSs),
which we call the primitive bindome. With
our method, we reconstructed the struc-
tures of the “first protein modules” that
Sobolevsky and Trifonov (2006) found by
using only RMSD. We also examine the
probable cofactors that bound to them.
We discuss the notion of CSBSs as the first
proteins modules in progenotes in the
context of several proposals about the
primitive forms of life.

Keywords.

Ur-proteome

LUCA

Primeval RNY code

Cofactor Stabilizing Binding Sites
Ligand binding
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£ A PROPOSAL OF THE UR-PROTEOMEy
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Main finding: ) PRESENTATION

We delineate the ancestral hlndorne, that turns out to i Herein we outline a plausible proteome, encoded by the most ancestral genetic code: RNA chains made of
be a collection of Cofactor thﬁsing Bind'l'\g Qites. It | ©nly 16 RNY triplets, which would encode 8 amino acids (aa): GADVSTNI.

ie encoded hgtheprimeualggngﬂa code, and therefore | Based on: 1- the proposal by Eigen and Schuster’ about the primitive translation system, 2- the algebraic
i derivation of SGC from RNY code under a model of sequential symmetry breakings, and the finding of
it can be congidered an Ur-pfoieome. (h: vestiges of the primeval genetic code in current genomes as critical scale invariance’” (José et al. 2009,
* 2011) 3- the description of the thermodynamic properties of the phenotypic graphs of the aa encoded by
the RNY model* (José et al. 2015), and 4- the concept that the conservation degree of a protein sequence
is virtually proportional to its antiqueness®, we retrieved the most ancestral proteome, mostly made of the
amino acids encoded by RNA World triplets.

METHODOLOGY
000 = RNY - BLAST = E-value (comparative) O

bl

"sixpack” from EMBOSS - ZhanglLab suite —+ Ab initio Prediction (aa)

We began by extracting an early proteome from a contemporary organism, from which we recovered, by

sequence alignment, the protein fragments coded by RNY triplets. Once revisited the information about the

specific proteins that were retrieved, we found that sequences are not located in catalytic sites but rather

in the cofactor binding sites. Finally, using different algorithms to predict structures and the ligands they

Model refinement bind, we r led the Ur-prot which comprised Cofactor Stabilising Binding Sites (CSBSs), this
is the primitive bindome.

Probable ligands "
4 RESULTS

From metallo-p
lactamases
family (C=0.29)

Apparently there are more than one hundred very distinct proteins, spread in every current metabolic process,
which have some portion coded by RNY triplets,

By looking at the fragments recovered in the context of proteins, it is noticeable that they are positioned, not in
catalytic sites but in the binding sites for cofactors, which are mostly molecules with a nucleatide moiety or simple
molecules such as water o ions.

When the fragments retrieved are reconstructed in 3D way and its probable ligand is predicted, it is noteworthy that
they bind preferably molecules considered ancestral and even prebiotic such as those with a nucleotide moiety like
NAD or SAH®7, small peptides®® or generic nucleotide chains'®, or metallic ions'’ such as Mg?* or Ca?*, or molecules
like water or small organic molecules® !,

* With our methodology we reconstructed also the structure of protein modules reported by Trifonov and Sobolevsky ',

&«

It is not surprising that peptides able to stabilise the molecules Figure 1. Schema of different types of proteins, where the CSBS, encoded by the RNY-enriched '
extant in a protobiotic environment had been selected. Most of region, is indicated by a paler region in each figure, i.e. it represents the ancestral bindome.
those molecules were very ancestral, like random peptides or random
nucleic acids, or small aa; or prebiotic electron carriers like nucleotide It is also remarkable that most of the aa encoded by RNY triplets can be
molecules or metallic ions. Indeed those molecules function nowadays as  prebiotically synthesised, mostly under Miller's experiments'® except Asn.
cofactors and we know that many current enzymes do not function
without its cofactor even in presence of great quantities of substrate. . ; : e - y i

Qur findings are also consistent with other works''%!" that large informational molecules did not
7 Y P N R— have sufficient stability at early stages of life, so the synthesized proteins would not be more than
¥ " - 25 to 30 aa length and they performed a crucial role in the binding and stabilization rather than

g i 3

From ATP synthase,
o suburit {C=0.27)

DISCUSSION ©

The region encoded by RNY triplets in each protein is a very small region. That portion corresponds to one out of approximately five
distinct motifs, which can bind some vital and/or prebiotic molecule (Figure 1). Noteworthy, those regions are positioned at the
cofactor binding sites rather than at catalytic sites; therefore, the Ur-proteome comprises a set of modules called the primitive
bindome that work as Cofactor Stabilizing Binding Sites (CSBSs).

achieving complex enzymatic functions, /.e. binding-domains eventually would become into modern
proteins. It implies that the stabilization of a molecule appeared long before its catalytic activity.
The Ur-proteome emerged therefore by the translation of binding domains encoded in RNA chains
exclusively made of RNY triplets (figure 2).

B Therefore, each CSBS could have appeared in one kind of progenote, and
igure 2, Model of the proposal for the appearance of A s
a4 the Ur-profecme ~bindome— encoded by RNY Hiplets. possibly evolved by addition of other modules by HGT from other progenotes.

If life formed in a Lamarckian way /.e. by increasing complexity each time, under HGT instead of competence only, beginning from some basic structures that could
be able to bind prebiotic molecules, it would not have taken so long and could have been that carbon-based life as we know emerged for first time in this planet,
without excluding the contribution of raw material from meteorites and the catalytic functions of mineral clays such as montmorillonite®*.
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We provided bicinformatic data about the first phenotype, based on a genotype
that has been proven with mathematical rigour and that biologically it is widely
supported: We unveiled a primeval phenotype by using only an RNA genotype.

We can deduce that the stabilization of a molecule rather than its catalytic use
is the ancestral feature of the first translated peptides. Thus, the ancestral
bindome correspond to primordia of peptides of the progenotes that would
transform, possibly by HGT, into the basic repertoire of LUCA, that with great

certainty evolved by a non-Darwinian process.
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Introduccion.

GK-1 es un péptido que funciona como
adyuvante de la vacuna de influenza. Su
funcién adyuvante radica en su capacidad
para activar células presentadoras de an-
tigeno con el consecuente aumento de la
produccion temprana de citocinas y qui-
miocinas pro-inflamatorias que generan
una inflamacién exacerbada promoviendo
la presentacion de los antigenos vacunales
con los que se co-inmuniza. Recientemen-
te, se han identificado nuevas propiedades
anti-tumorales del péptido GK-1.

Objetivo.

Evaluar los mecanismos intracelulares im-
plicados en la activacion de macrofagos y
dendriticas que podrian explicar el efecto
inmunomodulador de GK-1.

Metodologia.

En macréfagos derivados de médula 6sea,
se evaluo la participacién de las MAP cina-
sas (MAPK) a través de la fosforilacion de las
cinasas p38, ERK y JNK como medida indi-
recta de su activacién mediante Western
Blot (WB). En células dendriticas (DC), se
evalué la capacidad del péptido para inter-
nalizarse en la célula mediante citometria
de flujo y microscopia confocal.

Para lo cual DC se incubaron con GK-1 aco-
plado a HF488 en presencia o ausencia de
inhibidores de endocitosis, y a distintos
tiempos de incubaciéon. Para determinar si
la activacion de las APC estd mediada por la
interaccién con algun TLR, se evalué en nu-
cleos purificados de DC de ratones Myd88-
/-y C57Bl/6J, la presencia del factor NF-kb
(p65) mediante WB.

Resultados.

GK-1 promueve solo la fosforilacién de las
MAPK p38 y ERK1/2 en tiempos tempra-
nos de estimulacion. GK-1 se incorpora
mediado por endocitosis desde los 15 mi-
nutos, lo cual podria estar permitiendo su
interaccién con moléculas intracelulares.
GK-1 favorece la traslocacién al nucleo de
NF-kb(p65) desde tiempos tempranos de
estimulo y ésta es dependiente de Myd88.
Conclusiones: GK-1 activa a las células pre-
sentadoras mediado por la activacién del
factor de transcripcién NF-kB y las MAPK, y
esta senal estd mediada por la interaccién
con algunTLR.
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*Autores en primer grado

Introduccion

En nuestro grupc de investigacion hemos demostrado la capacidad
adyuvante de un péptido sintético de 18 aminoacidos (GK-1) capaz de
potenciar la respuesta inmune y la proteccion inducida por la vacuna de
influenza [Segura et al., 2006]. Su efecto adyuvante radica en su
capacidad para activar células presentadoras de antigeno (dendriticas y
macrofagos) con el consecuente aumento de la produccion temprana de
citocinas y quimiocinas pro-inflamatorias (IFN-y, TNFa, CCL2) que generan
una inflamacién exacerbada promoviendo la presentacion de los antigenos
vacunales con los que se co-inmuniza [Segura-Velazquez et al., 2009].
Recientemente, se han identificado nuevas propiedades anti-tumorales del
peptido GK-1 en modelos murinos de melanoma [Perez-Torres et al., 2013]
y cancer de mama [Torres et al. 2017].

Antecedentes

TTNE IL-1f) and IL-10 k M1 macrophage | [Fro-infammatory
LIL-12. IFNp and iNOS phenotype cytokine production

Arihur and Ley, Nature Reviews 2013

Objetivo

Evaluar los mecanismos intracelulares implicados en la activacion de
macréfagos y dendriticas que podrian explicar el efecto inmunomodulador
de GK-1.

Metodologia

&

—
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':TN:W ! Traslocaciin NF-xB (p65)
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Resultados
a) Macréfagos

Figura 1. GK-1 promueve la fosforilacién de las MAPK p38 y ERK1/2. Macréfagos dernvados
de médula dsea fueron estimulados con el péplide GK-1 con dosis de 10 o 100 pg/mL durante
5,10.15,20,25 y 30 minutos. Se analizd la fosforilacion de las MAPK p38, ERK1/2 y JNK por
inmunoblot.

———

1 de HCY
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Figura 2, GK-1 induce un aumento en la secrecion de NO. Se determiné la concentracion de
oxido nitrico en el schrenadante de cultivo de macrofages estimulados por 48 horas con GK-1,
mediante la reaccion de Griess.

b) Dendriticas
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Figura 3. GK-1 se incorpora mediado por endocitosis desde los 15 minutos. A) Porcentaje de
células CD11c+ que incorporan GK-1 acoplado a HF488 (M) e la intensidad media de
fluorescencaa (MIF; ) de la incorporacion de GK-1 en células dendriticas. CD11c+. El estimulo
fue dado durante 0-120min en una concentracion de 10 pM/ 5X10° de células incubadas a 37°C, y
posteriormente tratadas con tripsina. B) Intensidad media de fluorescencia de CD11c+ que
incorporan GK-1 HF488 en presencia de inhibidores de endocitosis, durante un lapso de 30
minutos. C) Incorporacion de GK-1 en DC's mediante microscopia confocal

LPS

. GK-1
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Figura 4. GK-1 favorece la traslocacién al nucleo de NF-kb desde tiempos tempranos,
Inmunoblot de la traslocacion de NF-kb (p65) en nucleos purificados de células dendriticas
denvadas de ratones C57BI/E. y knock out para Myd88, estimulades con LPS y GK-1 a distintos
tiempos de estimulacion (0-4 horas)

Conclusion; GK-1 activa a las células presentadoras mediado por la
activacion del factor de transcripcion NF-KB y las MAPK, y esta sefial esta
mediada por la interaccion con algin TLR.
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Introduccidn.

La enfermedad de Parkinson (EP) es la se-
gunda enfermedad neurodegenerativa mas
comun después del Alzheimer. Se caracteriza
por rigidez, bradicinesia, temblor e inestabi-
lidad postural. Se caracteriza por la pérdida
de neuronas dopaminérgicas de la sustan-
cia nigra. Existen varias escalas clinicas para
valorar al paciente como la de Hoehn y Yahr
(H&Y) que mide la incapacidad funcional y
diferencia 5 estadios. Los farmacos utilizados
principalmente en el tratamiento son levo-
dopa y agonistas dopaminérgicos. Aunque
se han propuesto varios mecanismos pato-
génicos, se sabe que la neuroinflamacion
juega un papel importante. Asimismo duran-
te la EP la infiltracion de células T y la activa-
cion de las células gliales estan asociadas a la
neurodegeneracion.

Objetivo.

Evaluar el efecto del tratamiento sobre las
poblaciones inmunes pro y anti-inflamato-
rias y su relaciéon con las caracteristicas clini-
cas del paciente.

Material y métodos.

Se analizaron las muestras de sangre de 10
pacientes con EP a la inclusion y después de
un ano de tratamiento con agonistas dopa-
minérgicos (pramipexol). La escala Hoehn &
Yahr fue utilizada para la evaluacion clinica.
Se obtuvieron PBMC’s por gradiente de Ficoll,
se realizé el marcaje extracelular e intracelu-
lar para caracterizar la respuesta inmune pro
y anti-inflamatoria por citometria de flujo.
Resultados.

El analisis de las subpoblaciones de células
T reguladoras con los siguientes fenotipos:
CD4+ CD45RO+ FOXP3HI y CD4+ CD45RO+
FOXP3MED presento un aumento significati-
vo entre la inclusiéon y un afno. Este aumento
se asocia a una disminucién en la escala H&Y.
Por otro lado, las subpoblaciones de Bregs y
células Th1, Th2 y Th17 no presentaron dife-
rencia significativa.

Conclusion.

El tratamiento con agonistas dopaminérgi-
cos en pacientes con EP promueve el aumen-
to de células Tregs asociado a una disminu-
cion en la escala H&Y.

Introduccion

La EP es la segunda enfermedad neurodegenerativa mas comiin después del Alzheimer.! Se distingue por
rigidez, bradicinesia, temblor e inestabilidad postural.” Se caracteriza por |a pérdida de neuronas
dopaminérgicas de la sustancia nigra.? Existen varias escalas clinicas para valorar al paciente con EP,
como la de Hoehn-Yahr que mide |a incapacidad funcional y diferencia 5 estadios.” Los farmacos
principalmente utilizados en el tratamiento son levodopa y agonistas dopaminérgicos. * Aunque se han
propuesto varios mecanismos patogénicos, se sabe que la neuroinflamacion juega un papel importante.
Asimismo durante la EP la infiltracion de células Ty la activacion de las células gliales estan asociadas a la

neurodegeneracion. ©

Evaluar el efecto del tratamiento sobre las poblaciones inmunes pro y anti-inflamatorias y su relacién

con |as caracteristicas clinicas del paciente.
Metodologia

Evaluacién clinica

B reguladoras

Thi, Th2 y Thi7

Células T reguladoras |

T 1%q CO4° cOMSRE" FOXPY

l é

t reg CO4° CO45R0° FOXPTS

== Dismiroon HAY
- Aumanto HAY

Figura 1. Los fenotipos de células T reguladoras CD4* CDA5RO* FOXP3'" y CD4*
CDA5RO* FOXP3MED presentan un aumento significativo entre la inclusidn y un afio.
Sugiriendo que el tratamiento promueve un ambiente inmunosupresor.
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Resultados
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Figura 2. El andlisis de las subpoblaciones de B reguladoras demostrd que los
fenotipos no presentan diferencia significativa entre la inclusién y un afo.

| célulasTh1 | CélulasTh2 | [ CélulasThi7

CO4° GATAT LT 047 ROR~ " ILATA®

Figura 3. Las poblaciones proinflamatorias con fenotipo Thi, Th2 y Thl7 no
presentan diferencia significativa entre la inclusién y un afio.

Discusion
El andlisis de las subpoblaciones reguladoras demostréd que dos fenotipos de células T
reguladoras aumentan entre la inclusién y después de un afio de tratamiento. Este
aumento se acompafia de una disminucion en la escala H&Y. Por su parte las células B
reguladoras no presentan cambios, lo que sugiere que esta poblacion no es afectada
por el tratamiento. Por otre lado, las subpoblaciones pro-inflamatorias Thi, Th2 y Th17
no presentaron cambios, lo cual sugiera que la inflamacién en los pacientes analizados

es persistente. En conjunto estos hallazgos sugieren que las células Tregs
probablemente estan implicadas en la mejora clinica del paciente.

Conclusién

El tratamiento con agonistas dopaminérgicos en pacientes con EP promueve el
aumento de células T reguladoras asociado a una disminucian en |a escala H&Y.
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Introduccidn.

El papel de las células T reguladoras (Tregs)
estd relacionado con el control de la inflama-
cion en diversas parasitosis, permitiendo el
establecimiento del parasito en el huésped.
El cisticerco de T. crassiceps puede modular
la respuesta inmune a través de diferentes
mecanismos como la secrecidén y excrecion
de moléculas al medio. Algunas proteinas
de excrecion-secrecion (PES) de helmintos
crean un ambiente inmunoregulador. Sin
embargo, se desconocen las caracteristicas
de estas moléculas. El presente proyecto pre-
tende Identificar las proteinas de secrecién y
excrecion de cisticercos que inducen células
T reguladoras.

Material y Métodos.

Los PES se obtuvieron de seis cultivos inde-
pendientes de cisticercos de T. crassiceps.
Estos productos se inocularon via intraperi-
toneal en ratones Balb/c a diferentes dosis,
cinco dias después se obtuvieron las células
peritoneales y se evaluaron las Tregs por cito-
metria de flujo.

Los PES inductores y no-inductores de Tregs,
fueron desalados y cuantificados. Se evalué
la calidad de los extractos por SDS-PAGE de
una dimensién, se concentraron con TCA y
sus componentes se resolvieron en geles de
doble dimensién (IEF pH 3-10y 7158 V/6h).
Resultados.

De los PES obtenidos, cuatro indujeron célu-
las Tregs y dos no. Con geles de doble dimen-
sion se analizé un PES de cada grupo, se ca-
racterizo la huella peptidica con el programa
ImageMaster-Platinum vy el perfil de protei-
nas de cada PES mostré spots diferenciales
entre inductores y no inductores.

Discusion.

Los PES seleccionados como inductores re-
portaron un aumento significativo de Tregs
a la dosis de 250 ug. El perfil proteico nos in-
dico 34 spots diferenciales en el PES inductor
de donde seleccionamos los candidatos para
la secuenciacion.

Conclusion.

La secuenciacion y expresion de estas mo-
léculas nos permitiran evaluar su capacidad
inductora de manera in vivo e in vitro.
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INTRODUCCION

Las células T reguladoras (Tregs) desempefian un papel crucial en la homeostasis del sistema inmune. La induccién
de Tregs es una estrategia que los parasitos han desarrollado para modular el ambiente inflamatorio del huésped,
facilitando su establecimiento y permanencia (Adalid L. et. al, 2013). El cisticerco de T. crassiceps puede modular la
respuesta inmune a través de diferentes mecanismos como la secrecidn y excrecion de moléculas al medio.
Algunas proteinas de excrecion/secrecion (PES) del parasito tienen propiedades inmunoreguladoras (Terrazas L.
et. al, 1998). Sin embargo, hasta el momento se desconocen las caracteristicas de dichas moléculas.

OBIJETIVO

*Identificar los productos de excrecién/secrecion del cisticerco de Taenia crassiceps que inducen células T reguladoras a través de protedmica.

MATERIAL Y METODOS
Obtencién de los PES

del cultivo de Purificacién y
cisticercos (cepa ORF)

Fig 1. Cisticercos de Taenic crossiceps (Imagen de autor|

Analisis protedmico de
los spots resultantes
-Software ImageMaster 2D
Platinum 7.0

Anélisis protedmico
(Electroforesis 2D
SDS-PAGE)

cuantificacion de

de Taenia crassiceps los PES
= Se realizaron 6 cultivos
independientes

de células Tregs _ - d
fenotipo CD3?, > il
CD4*,CD25*,FOXP3* “ =

RESULTADOS

De los PES obtenidos, cuatro indujeron células
Tregs y dos no. Particularmente se muestran
resultados del PES 4 y el PES 6
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Platinum 7.0. Se thservan marcados con cruces rajas los spats compartidos en ambes PES, Fiy "':"b - ":"‘ d":"":'“ ‘:‘:‘;""’:‘ - :;r""‘ o P4
comp los con e 4. Enesta ica se presentan
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‘ \ % meemras que lis etiquetas del i ¥ 5o comparan con las spots totales de los geles del PES 4 para
conrol & con |a inoculacion del PES L i B

comprobar que efectivamente éstos no se empalman y son propios del PES &
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CONCLUSIONES

# Se identificaron 34 spots diferenciales del PES 6 con respecto al PES 4. Estos
spots al encontrarse en el PES 6 (que es inductor de células Tregs) es
probable que estén involucrados en la induccién de Tregs durante la
infeccion de Taenia crassiceps en ratones de la cepa Balb/cAnN.

» La secuenciacion y expresion de estas moléculas permitiran evaluar su
capacidad inductora de Tregs in vivo e in vitro.
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Papel de las células T reguladoras en la inflamacion
asociada al cancer de mama y su relacion con lo

obesidad
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El cancer de mama es declarado en po-
blacion femenina por la OMS (2012) como
el de mayor incidencia y mortalidad; se
sabe que uno de los factores de riesgo
para esta patologia es la obesidad. El me-
canismo que se propone es que la hiper-
trofia sufrida por los adipocitos durante la
obesidad, promueve un microambiente
hipdxico, esto sumado a la secreciéon de
citocinas pro-inflamatorias favorece el
crecimiento tumoral e incrementa la ca-
pacidad metastasica de las células can-
cerigenas. En cancer las células T regula-
doras se encuentran incrementadas en
el microambiente tumoral promoviendo
que las células malignas escapen de la res-
puestainmune del hospedero. Sin embar-
go, existe poca informacion acerca de los
mecanismos por los cuales los adipocitos
pudieran afectar a las células T regulado-
ras y por ende al microambiente tumoral.

En este estudio se evaluara el efecto de
la obesidad sobre el niumero y funcién de
las células T reguladoras presentes en el
tumor.

Se tendran dos grupos de ratones C57/
BL6 alimentados con una dieta rica en
grasa (OB) y una dieta control (NP), se les
inoculara una linea tumoral (E0771) y se
analizard las poblaciones linfocitarias in-
filtrantes en el tumor. Nuestros resultados
muestran que el grupo OB, presenta un
mayor tamano y volumen del tumor en
comparacién al grupo NP; en el analisis
de células infiltradas en el tumor se ob-
serva que las células CD8+ se encuentran
disminuidas, mientras que las célulasT re-
guladoras se encuentran incrementadas
en proporcion cuando la obesidad esta
presente, nosotros proponemos que el
adipocito mediante la producciéon de exo-
somas es capaz de alterar a esta subpo-
blacién; nosotros hemos logrado purificar
exosomas Yy caracterizarlos, como pers-
pectiva tenemos que evaluar la funcién
de estas sobre las células T reguladoras.

INTRODUCCION.

El cancer de mama es declarado por la OMS
(2012) como el tipo de cancer con mayor
incidencia y mortalidad en la poblacion
femenina mundial. Existen diversos factores
de riesgo para desarrollar esta patologia
entre ellos cabe resaltar a la obesidad. Se
han propuesto diferentes mecanismo para
explicar la relacion entre la obesidad-cancer
uno de ellos es que la hipertrofia sufrida por
los adipocitos durante la obesidad, promueve
un microambiente hipdxico, esto sumado a la
secrecion de adipocinas pro-inflamatorias
favorece el crecimiento tumoral e incrementa
la capacidad metastasica de las células
cancerigenas. Por otro lado se sabe gue las
células T reguladoras se encuentran
incrementadas en el microambiente tumoral
promoviendo que las células malignas
escapen de la respuesta inmune del
hospedero. Sin embargo, existe poca
informacién acerca del mecanismo por el
cual los adipocitos pudieran afectar a las
celulas T reguladoras y por ende al
microambiente tumoral.

METODOLOGIA.

Ratones hembra
C57BL/G de 4 semanas

‘ HFD LFO (1
(60%grasa) grasa)

Medicion de peso
(por 10 semanas)

Inoculacién  de  linea
celular EQ771 en glandula ,
mamaria  (5x1045  cel”
PBS:Matrigel

Desarrallo de tumor
(4 semanas)

Tumor establecido

Organos Tejido
periféricos Tumer adiposo
(Ganglics y baza)
| Disgregacion | | Digestion

Disgragacio reg sl

mecanica

. ‘| Analisis por citometria

| 3] de fiujo de

I [ 1 subpoblaciones

vl B | lindocitarias presentes

RESULTADOS.

El grupo de ratones alimentados con la dieta
HFD muestra un mayor incremento de peso
en comparacién a los alimentados con la
dieta LFD (Fig. 1A); sin embargo los niveles
de glicemia en sangre periférica son
normales en ambos grupos (Fig. 1B).

Eales- .

-
]
g
En cuanto al desarrollo tumoral, observamos
que en el grupo HFD los tumores

desarrollados presentan un mayor tamafio y
peso (Fig. 1C) y D)).
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Fig.1 Ganancia de peso y crecmiento lumoral, A) Curva de peso de ks dos
grupos de ratones alimentados con una dieta nca en grasa (HFD) y dieta control
(LFD). B) Glucasa en sangre periférica de ambos madelos murnos. C) y D)
Tamafio y peso de los tumores desamoliados después de la inoculackin de la
line:a fumoral EOTT1.

Porcentaje de células T reguladoras en el
modelo de obesidad

Nuestro modelo murino de obesidad muestra un
fenotipo en sangre periférica de células T reguladoras
(CD4*CD25*Foxp3*) disminuido (Fig. 2)

vy
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Fig.5 Porcentaje de células T y T reguladoras (CD4+CD25+Foup3+)
prosantes en tejido adiposo inoculadas con la linea tumoral EOTT 1.

Porcentaje de células T y T reguladoras
infiltradas en tumor.

En cuanto a las poblaciones infilirantes en el
tumor, se observa que las células CD4+, CD8+ y
CD4+CD25+ se encuentran disminuidas en los
ratones con obesidad, mientras que las células T
reguladoras se encuentran incrementadas en
este mismo grupo. (Fig. 6)

Fig.6 Porentaje de céluias Ty T reguladoras (CD4+CD25+Foxpas)
en lumor de jos modelos murinos én diela HFD y LFD

Fig.2 Porcentaje de células T reguladoras CD4+CD25+Foxp3+ de sangre periférica
&n los modelos murines de dieta HFD y LFD

Subpoblaciones de linfocitos T y células T
reguladoras en 6rganos periféricos.

Observamos una disminucion de las células CD4+ y
CD8+ en ambos grupos de dieta especial, lo que nos
habla de una alteracion de la respuesta inmune en
presencia del tumor. (Fig.3)

- = 1 s
i == 4 == i =
|
e T
S ¥ == o =
g" = £ o . F

] = e [ -

Fig.3 Porcentaje de células T infilfradas en los drganos periféricos A) ganglios, B)
baro y C) gangiio drenanie) de los modélos murinos en dieta inoculados con la linea
tumaral EOTT1

En cuanto a la células T reguladoras, en bazo y ganglios
se observa una disminucion de estas, mientras que en
ganglio drenante existe una tendencia a incrementar en
los ratones con obesidad y cancer. (Fig.4)
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Fig.4 Porcenlaje de células T reguladoras (CD4+CD25+Foxpd+) presentes

Inoculados con 1a linea tumoral EO77T1.
Purificacién y caracterizacion de adiposomas.

Nuestro estudio propone que el mecanismo
por el cual los adipocitos son capaces de
modular el papel de las celulas T reguladoras
en esta patologia es a través de la produccion
de los exosomas (Adiposomas).

En nuestro grupo se ha logrado purificar y
caracterizar a las microvesiculas (Fig. 7); y
como ‘perspectiva del estudio se plantea
evaluar el efecto de estas sobre el fenotipo y
funcién de las celulas T reguladoras.
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Fig.7 Caracterizacidn de adiposomas, A) Grafica de tamafo de didmetro
de exosomas por NTA. B) Blot de pmha nss GEIBL'JB’ISIIL’.ES da
exosomas. C) Imagen de mi de

ohtenidos de tejido adiposo,

Conclusiones.

Nuestros resultados muestran un incremento
en el tamafio del tumor en relacion al peso
del ratén. Interesantemente observamos gue
e« €l porcentaje de las células T reguladoras

drganos periféricos A)Ganglios, B) bazo y C) ganglio drenante en los modelos DI’ESEntES en el tumor es aun mayor en

murings de dieta HFD y LFD inoculados con la linea tumoral EOTT1

aquellos ratones alimentados con la dieta alta

Subpoblaciones de linfocitos T y células T reguladoras en grasa y se encuentran disminuidos los

en tejido adiposo.

niveles de celulas CD8+ y CD4+CD25+, lo
que nos habla de que por algin mecanismo

El andlisis de células infiltrantes en tejido adiposo, 1@ obesidad esta_modulando la respuesta
encontramos que aun-en presencia del tumor. los inmune para favorecer al desarrollo tumoral.
porcentajes de estas ceélulas, siguen un  patrén

caracteristico de la obesidad. (Fig.5)
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La tuberculosis es una enfermedad infeccio-
sa causada por M. tuberculosis (M. tb) que
continua siendo un problema de salud pu-
blica a nivel mundial, su erradicacién se ha
visto afectada por el surgimiento de cepas
resistentes al tratamiento, que hacen impe-
rativo la busqueda de nuevas alternativas. A
partir del conocimiento de la importancia de
los linfocitos T en el control de la infeccién y
la identificacién de antigenos reconocidos
por estas células en el contexto del MHC-|, se
esta planteando el desarrollo de anticuerpos
que reconozcan complejos péptido/MHCI
llamados anticuerpos TCR-like, con posible
potencial inmunoterapeutico. Uno de los an-
tigenos micobacterianos importantes duran-
te la fase estacionaria de crecimiento, es la
proteina de choque térmico de 16 kDa, que
posee epitopes, reconocidos por los linfoci-
tos T CD8+.

Objetivo.

Seleccionar, Caracterizar y Evaluar el re-
conocimiento especifico de un fragmen-
to de anticuerpo, hacia el complejo CP16
(HLA-A:0201-péptido16kDa120-128).

Metologia.

El complejo CP16 se utilizd como molécu-
la blanco en rondas de seleccién a través
de Phage Display, empleando la biblioteca:
Tomlinson 1&J; Se seleccionaron y secuen-
ciaron las clonas que tuvieron el reconoci-
miento esperado. Después de transformar a
la cepa E. coli HB2151 se expresaron y purifi-
caron los anticuerpos, el reconocimiento ha-
cia el complejo (CP16) se evalué mediante un
inmunoensayo.

Resultados.

Se evidencio la expresion del anticuerpo en
el periplasma de E. coli HB2151, el cual re-
conocié al complejo CP16, pero también a
los complejos entre la proteina HLA-A*0201
y péptidos pertenecientes a los antigenos
Ag85b y ESAT-6 de M.tb.

Conclusion.

El reconocimiento del anticuerpo, evaluado
en un inmunoensayo fue inespecifico para el
CP16.

Perspectivas.

Se evaluaran las clonas restantes, y se replan-
teara la estrategia experimental mejorando
el proceso de seleccion a partir de la biblio-
teca, direccionando al complejo CP16, simu-
lando su disposicion sobre una superficie
celular.
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DE UN FRAGMENTO DE ANTICUERPO HUMANO, ESPECIFICO PARA EL COMPLEJO )
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Mycobacterium tuberculosis
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INTRODUCCION RESULTADOS )
La tuberculosis es una enfermedad infecciosa causada por Los resultados expuestos en éste cartel pertenecen a clonas

Mycobacterium tuberculosis, que continua siendo un problema seleccionadas pos expasicion al complejo recombinante CP16: HLA
de salud publica a nivel mundial, su erradicaciéon se ha visto A*0201/ péptido de proteina de 16kDa 120-128, de Mycobacterium
afectada por el surgimiento de cepas resistentes al tratamiento, luberculosis, mediante phage display, utilizando la biblioteca de
que hacen imperativo la blsqueda de nuevas alternativas. A fr_agll'nentos de anticuerpos dgspiegagos en fagos Tomlinson 1&J. En la
partir del conocimiento de la importancia de los linfocitos T en el siguiente tabla se encuentra informacion mas detallada de cada una de

control de la infeccién y la identificacion de antigenos las clonas:
reconocidos por estas células en el contexto del MHC-I, se esta Clonas seleccionadas para transformar
planteando el desarrollo de anticuerpos que reconozcan ala cepa, E. coliHB2151
complejos péptido/MHCI llamados anticuerpos TCR-like, con —
posible potencial inmunoterapeutico. Uno de los antigenos Hombre “;:‘ rormata Moléculs molecutar Sotuexie g
¥ & . 4 i dona al £ . e reconocdmiento
micobacterianos importantes durante la fase estacionaria de fe arigen u icontpet | Presente en plismido
crecimiento, es la proteina de choque térmico de 16 kDa, que Tontral | | Fege- Proteins alfa ([P de S0 SR et
posee epitopes, reconocidos por los linfocitos T CD8*, 2 C, Mviobacicunt: dupercilosls
D6 161 Do:or;lo CP16+ 1akDa Myc
\\ 3 Anticuerpo A6 61 D:ﬁw cP16e 14kDa Myc
tipo TCR sCP16: complejoentre | a proteina recombinanteHLA-A0201/péptido, o 3 de proteins 16-kDa
TCR ke *5cFy; single chalnfragment vanable
T e “Pesomolecular defragmentos de anticuerpo solubles no unidos al fago,
HLA A*0201/
péptido proteina
Célula infectada con Tokbe Expresion y Reconocimiento hacia CP16 de
Mycobacterium fragmentos de anticuerpos periplasmaticos en E.
tuberculosis s
» coliHB151
b)
OBJETIVO: AC ,
Seleccionar, Caracterizar y Evaluar el reconocimiento especifico
de un fragmento variable de anticuerpo, hacia el complejo CP16
(HLA-A*0201-péptido16kDa 120-128). ¢
LELE g0
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ragmento variable de - ! egg = 8 LEE REEE
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Evaluacién de Expresién y Reconocimiento hacia CP16 de fragmentos de
anticuerpos sin purificar en la cepa transformada E coli HB2151: a) C+: clona
contrel: 1,2 penplasma de cultive no inducido, 3,4 periplasma cultivo inducido, y D&:
clona D6 y A6: clona AB en el misma orden de C+. b) (ap):proteina a recombinante de
(M. tb), CP16: complejo HLA-AD201/péptido de proteina de 16 kDa, (HLA): proteina
recombinante HLA sin péptido, (CP): scFv de periplasma de clona control, (D6 y A6):
dominios de periplasma clonas DB1 y AB3 respectivamente.

ESTRATEGIA METODOLOGICA
Fo Eol (o)
Transformacion 3?"3! ! !

ki

¢ Da al Expresitn Pu
" S - — o — ol i U .

epa E. coli a5- o

HB2151: { _[_d_w_ ] { _0 O a =il 11 o
CHDEyAE ' Vg

I m nl | . - ™ 28 [ | ' | ‘ Ba - ' . =
Expresidn :n@ J :@ul :@H g fﬁfﬁ&fgf;f ;pf“ r “.\wﬁ“ ‘f‘;"*
;\‘h : . o/ B L 7 p:' .se"éi"éd‘ ﬁ:‘?’h\ if;& &éf:‘:ff;': é‘::@ f o
rlﬁ 123 45578 9 10
Fragmentos de AC solubles .

Evaluacion del Reconocimiento especifico de un
fragmento de anticuerpo purificado - clona D6

dficscion | B)

Evaluacién de expresién y reconocimiento de frag to de anti po (purificado
Extraccién Purificacién por - — i con columna de proteina A) de la clona D6 en E. coli HB2151: a) 1:PM, Expresién: 2-
anticuerpos afinidad a Niquel y | 3 cultivo inducido, 4-5: cultivo no inducido, Purificacién: 6-7 fraccion no unida a columna
variable proteina A n o | de proteina A, B: fraccién eluida no concentrada, 9-10: fraccion eluida concentrada. b)
M B \";‘r Cesaté: complejo entre proteina HLA/péptido de ESATE, CAg85:complejo entre proteina
b HLA/péptida de AgB5b.

CONCLUSION: el reconocimiento del fragmento de anticuerpo
perteneciente a la clona D6, evaluado en un ELISA fue inespecifico para

Evaluacién /

', SRR SO el CP16.
Sooaonaasass bOIl ) PERSPECTIVAS: Se evaluaran las clonas restantes, y se replanteara la
% ﬂ"’?:":".“:‘ _’° \9 L / estrategia experimental mejorando el proceso de seleccién a partir de la
=== ) biblioteca, direccionando al complejo CP16, simulando su disposicién

sobre una superficie celular.
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La Esclerosis Multiple es una enfermedad
neurodegenerativa y la principal causa
de discapacidad motriz en la poblacion
mundial juvenil. La forma mas frecuente
es la remitente recurrente (EM-RR), que
se caracteriza por presentar recaidas aso-
ciadas a un fendmeno inflamatorio que
resulta en lesiones desmielinizantes en
el sistema nervioso central (SNC). Su tra-
tamiento se basa en controlar la inflama-
cion utilizando glucocorticoides (GC) por
via intravenosa (IV). Con el propésito de
utilizar una alternativa menos invasiva de
mayor efectividad exploramos la adminis-
tracion por via intranasal (IN) que permite
alcanzar el SNC a través de los nervios ol-
fatorio y trigémino.

La via intranasal se ha explorado para
administrar diferentes farmacos al SNC
aunque no se habia utilizado previamen-
te para la administracién de GC. En este
trabajo comparamos la efectividad de la
distribucion de los GC en el SNC de la via
IN versus la via IV.

Ratones sanos administrados con GC por
ambas vias fueron sacrificados a diferen-
tes tiempos después de la administracion.

La médula espinal y cerebro fueron ana-
lizados histolégicamente. Los resultados
indicaron una presenciay distribucion del
esteroide la corteza y el nucleo caudado
cerebral y en la médula espinal, cuando
se administraron por via IN. La biodispo-
nibilidad de los GC en el SNC presenté su
punto maximo 24 hrs posteriores a su ad-
ministracion.

Una alternativa para aumentar la efectivi-
dad del tratamiento consiste en mantener
la biodisponibilidad del farmaco durante
mas tiempo. Para este propdsito estamos
explorando su administracion incluido
en nanoparticulas (NP) fabricadas a partir
de un co-polimero biocompatible (PLGA)
que permite la liberacién controlada en
la dosis terapéutica del farmaco. Adicio-
nalmente, la administracién en NP per-
mitira agregar a las mismas proteinas de
reconocimiento celular que aumenten la
liberacién especificamente en las zonas
de dano tisular aumentando la eficiencia
del tratamiento.

Administracion de glucocorticoides por la via intranasal y su
encapsulamiento en nanoparticulas hechas de PLGA para el tratamientao
de EM-RR

Pérez Osorio I.N., Bautista Donis M.A, Rassy Kuri D., Barcena Calderdn B.M., Gonzalez M.J., Meneses Ruiz G., Hautefeuille M.,
Fragoso Gonzales G., Siutto Conde E.L.

Resumen

La Esclerosis Muiltiple es una enfermedad autoinmune degenerativa y la
lel'nl:-.ipal causa de discapacidad motriz en la poblacion juvenil mundial. La forma
mas frecuente es la remitente recurrente (EM-RR), que se caracteriza por
presentar recaidas asociadas a un fenomeno inflamatorio exacerbado que
resulta en el incremento de lesiones desmielinizantes. El tratamiento genera
diversos efectos secundarios ya que se basa en controlar la inflamacidn
utilizando glucocorticoides (GC) por via intravenosa (IV). Con el propésito de
utilizar una alternativa menos invasiva y de mayor efectividad exploramos la
administracion intranasal (IN) que permite alcanzar el sistema nervioso central
(SNC) a través de los nervios olfatario y trigémino.

En este trabajo comparamos la capacidad de la via IN de distribuir GC en el SNC

'\iél;;iius la via IV, Se determind que la via IN permite una mayor distribucion de
farmaco dentro del SNC luego de 24 horas de haber sido administrado.

Material y métodos

3IN
77N o
‘B organismos macho Sacrificio Analisis histologico
0.25 mg/Kg GC después de 24 hrs — . * Inmunofluorescencia
Mus musculfius cepa ¢57/blé * HyE
~i3w/”

Resultados

Intranasal Intravenoso

Intranasal

Fig. 1. Cortes histoldgicas de cerebro, médula espinal y epitelio nasal 24 horas después de
administracion IN de GC. A) Comparacion de la distribucion de GC administrados por via IN vs IV en
corteza y nucleo caudado cerebrales. B) Comparacion de la distribucion de GC administrados por via
IN vs IV en médula espinal, C) Comparacion de la integridad histoldgica del epitelio nasal entre
ratones administrades de GC por la via [N vs ratones naive.
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Una alternativa para aumentar la efectividad del tratamiel
biodisponibilidad del firmaco durante mds tiempo. Para este
posibilidad de administrarlo incluido en nanoparticulas (NP) rea
biocompatible (PLGA) que permita la liberacién controlada en las

Fig. 2. Chips capaces de generar NP a partir de microfluidica. A) Esquemnatizacion dél i
general de un chip de microfluidica. La mezcla de PLGA con el farmaco en cuestion) FU
los canales del chip de microfluidica, ésta mezcla a su vez estd en contacto con 58
disuelvan sus componentes permitiendo la formacion de NP por diferencia de densid
flujo. B) Microfotografias de chips de PDMS.

Adicionalmente, la administracion en NP permitird agregar a las mismas e ;
reconocimiento celular que aumenten la liberacidn especificamente en las zonas @& dano
aumentando la eficiencia del tratamiento

“eoo
a®

B
Farmaco

-0

B)

Biodisponibilidad

Tiempo
Fig. 3. Proyeccion metadoldgica del uso de GC enc lados en NP ad
encapsulado el farmaco se procedera a la funcinalizacidn de las NP mediante la adi
reconocimiento a la zona de dano tisular en el modelo muring de EM RR B) La
farmacos administrados de ésta manera  aur
biodisponibilidad obtenida administrande farmacos sol.ublcs gracias a la I
otorgan las NP,

Conclusiones

La via de administracion IN permite distribuil
mas eficaz comparada con la via IV,

La administracion intranasal de GC no gel
El uso de NP para acarrear GC por la
posible tratamiento alternativo para la

Inmunologia
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|0 metilprednisolona administrada por via intranasal
previene con mayor eficacia que la via endovenosa la
progresion de encefalomielitis autoinmune experimental
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Introduccion.

La Esclerosis Multiple (EM) es una enfermedad
autoinmune, inflamatoria neurodegenerativa
y desmielinizante crénica del sistema nervioso
central (SNC). En la esclerosis remitente-recu-
rrente (EMRR), la forma mas frecuente, los pa-
cientes sufren episodios agudos con sintomas
neurolégicos exacerbados asociados a infla-
macién y dano desmielinizante. Estos episo-
dios se tratan con altas dosis de metilpredni-
solona (MP) intravenosa (IV) por 3 a 5 dias. Si
bien el tratamiento mejora la resolucion de las
crisis, requiere atenciodn hospitalaria y conlleva
a multiples efectos colaterales adversos.
Objetivo.

El objetivo de este estudio fue determinar la
eficacia de la administracion IN para controlar
neuroinflamacién y severidad asociada a las
crisis utilizando el modelo murino de encefali-
tis autoinmune (EAE).

Metodologia.

Seindujo la EAE en hembras C57BI/6J de 10-12
semanas inoculando subcutdneamente una
emulsion del péptido de la mielina, MOG35-55
con el adyuvante completo de Freund.

'Unidad de Bioprocesos, Departamento de Biologia Molecular y

Se administraron ademas 2 dosis de toxina
de B. pertussis. Los ratones se monitorearon
diariamente durante los siguientes 28 dias re-
gistrando sus signos clinicos con la escala de
Bittner. Cuando alcanzaron el grado 2, los rato-
nes recibieron los tratamientos: solucién salina
(SSI) o MP (200mg/kg) IV o IN durante 3 dias
consecutivos.

Resultados.

La MP IN redujo la severidad acumulada (area
bajo la curva) con mayor eficiencia que la MP IV
al dia 28 pi EAE: SS147.1+£1.97, MP IV 40.0+2.3,
MP IN 30.05+4.18. La administracion de MP via
IN reduce con mayor eficiencia la poblacién de
macrofagos en el SNC e induce una menor in-
hibicion de la capacidad proliferativa sistémi-
ca comparada con la via IV. No se observaron
danos histolégicamente detectables en los te-
jidos de los ratones que recibieron MP por via
IN.

Conclusiones.

La administracién IN de MP es una alternativa
no invasiva que podria reducir las concentra-
ciones periféricas y los consecuentes efectos
colaterales no deseados.
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LA METILPREDNISOLONA ADMINISTRADA POR ViA
W""““‘l Uwvw; - INTRANASAL PREVIENE CON MAYOR EFICACIA
"> QUE LA VIA ENDOVENOSA LA PROGRESION DE

uquJHU ENCEFALOMIELITIS AUTOINMUNE EXPERIMENTAL
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Introduccion: La Esclerosis Multiple (EM) es una enfermedad autcinmune, inflamatoria neurodegenerativa y desmielinizante crénica del sistema
nervioso central (SNC). En la forma remitente-recurrente (EMRR) los pacientes sufren episodios agudos con sintomas neurclogicos exacerbados
asociados a inflamacion y dafio desmielinizante. Estos episodios o brotes se tratan con altas dosis de metilprednisclona (MF) intravenosa (IV) por
3 a 5 dias. Si bien el tratamiento mejora la resolucién de las crisis, requiere atencién hospitalaria y conlleva a miltiples efectos colaterales adversos.

Objetivo: El objetivo de este estudio fue determinar la eficacia de la administracion IN para controlar la neurcinflamacion y la severidad asociada a las
brotes utilizando el modelo murino de encefalitis autoinmune (EAE).

Metodologia y Resultados

Se indujo la EAE en hembras C57B1/4J de 10-12 semanas inoculando subcutaneamente una emulsion del péptido de la mielina, MOG35-55 con el adyuvante
completo de Freund. Se administraron ademas 2 dosis de toxina de B. pertussis (PTX). Los ratones se monitorearon diariamente durante los siguiente 28 dias
registrando sus signos clinicos con la escala de Bittner. Cuando alcanzaren el grado 2 (pardlisis total de la cola), los ratones se asignaron aleatorlamente aun
grupo de tratamiento: solucion salina (SSI), MP (200mgrkg) IV o IN durante 3 dias consecutivos.

Dias 1219 28
l'hlubfu I
CSTBIES Inicio Pico
1@12 sem % signos fﬂll;u;—b:: parcial
1:1 uoa ¥ ACF m m':hmn
zmg PTX
A) Curso y severidad de EAE Administracion

intranasal

o
1=

*pe<0.001
El grupo que recibis MP Intranasal

Los ratones que recibieran MP intra- w s experimentd una reduceien ;{gm :
nasal no registraron grados tan ele- d 4 I tiva (p<0.001) en ef drea baje. la curva
vados como aqullos en los grupos IV w : 0 (ABC) comparado contra los grupos
o 551 & pesar de que iniciaran en el oo = control [SS1) y de MP IV, Las. ABCII_
misma grad. Los puntos representan .g < = calc faron usandn los gradoaie EAE-
&l promedio grupal de los grados de & . ¥ wrror

EAE y las barras el error estandar. 6 ¥ 2 20 ealandar LJ slgni ificancia se calculd
5 usando una ANOVA de una vial
- ——— 0
¢ 1 2
* "
* Controles (SS5I) -+ MP Intravenosa 200mgikg 4 MP Intranasal 200ma/g
b) Caracterizacion inmunolégica c) Posibles efectos adversos en mucosas
cerenmo S50 MP IV 200mg/Ke  MP IN 200mg/Kg 51 MP IV 200mg/ke  MPIN 200mg/Kg Cantral 1N WP 200me/ Kg
l s (o] (A |.. o L T S e Tien]
ﬁ‘f ¢ # -
x 1 L b iy i | X LTE
n W m oW W W -
MEDULA MEDULA
= | = T
s 33 3
= oy B F‘m‘ i amen e
L EE R E R E By e R e ~era)
Co45 o3
Tras tres dias de haber finalizado el , 38 obtuve mi ia del cerebro y de la médula espinal. Para aislar las células de b :
horas en p aldmyp

interés se usd un gradiente de Percoll. Las células se marcaron para la figura de la izquierda con CD45, COV b y F4/80 y con CD4 y
CDBO para las de la derecha. Las graficas ives para cada grupo de tratamiento. En la grifica de la
izquierda el recuadro de la derecha muestra el porcentaje de mucrogl ia y &l de la izulerda de macrdfages infiltrados de periferia. La
via intranasal parece reducir la microglia total y la infilracién siendo mas efectiva en la medula que en el cerebro. En cuanto a la pre
sencia de linfocites, en la figura de la derecha se observa que la MP par via intranasal es igual de eficaz gue la MP intravencsa para
reducir [a migracién de linfocitos hacia el SNC:

vieren los huesos mantalmente, Las narices fueron g
das en gradientes de sacarosa (10, 20 y 30%) pard
en criostato. Se obtuvieron cortes de 7 micras gue
con hemataxiling y eosina, El grupe intranasalng

rencias ni dafio asociado al tratamiento.

Conclusiones:
La administracion IN de MP es una alternativa no invasiva capaz de controlar la severidad asociada al modelo de EAE con un efﬁcb::rh nl\(el mrrmnblﬁgi’m
similar a la via IV y sin aparentes efectos adversos a nivel de la mucosa nasal.
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La enfermedad de Chagas, causada por el
protozoario Trypanosoma cruzi, es consi-
derada un grave problema de salud pu-
blica a nivel mundial debido a la falta de
una vacuna efectiva y tratamiento eficaz.
En América Latina, la WHO, reporta una
prevalencia de 7 millones de personas in-
fectadas en 2016. Solo dos compuestos;
benznidazol y nifurtimox, son utilizados
para tratar esta infeccion; sin embargo
producen multiples efectos adversos y su
eficacia es controversial, por lo que, exis-
te gran necesidad de encontrar farmacos
mas efectivos contra este parasito.

En el presente trabajo se evalud el efecto
de las cumarinas tipo Mammea A/BA+A/
BB (90%, 10% respectivamente), aisladas
de las hojas del arbol trépical Calophy-
llum brasiliense, sobre la cepa Querétaro
(DTU I) de T. cruzi. La actividad de estera-
sas intracelulares, integridad de la mem-
brana celular y exposicion de fosfatidilse-
rina fueron evaluados por citometria de
flujo.

Apoyo del Instituto de investigaciones Biomédicas de la UNAM al Progro-

Nuestros resultados demuestran que es-
tos compuestos afectan la viabilidad, in-
tegridad de la membrana celular y cau-
san externalizacion de fosfatidilserina,
un fosfolipido marcador de apoptosis; lo
que demuestra que estos compuestos
podrian ser un recurso prometedor de
nuevas moléculas para el tratamiento de
la enfermedad de Chagas ya que estudios
previos han demostrado baja toxicidad de
estos compuestos en células de mamifero
y modelo murino, por lo que continuar
con el estudio de estos compuestos sobre
un modelo in vivo es un paso a seguir en
nuestro trabajo.

Calophylum brasiliense en el
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Muerte celular inducida por cumarinas aisladas del arbol

protozoario Trypanosoma cruzi
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INTRODUCCION

% La enfermedad de Chagas causada por el protozoario parasito
Trypanosoma cruzi, afecta a 7-8 millones de personas infectadas en todo el
mundo y alrededor de 1 millon en México.

% Nifurtimox y Benznidazol son los dos tnicos farmacos utilizados en el
tratamiento de esta infeccion mostrando un potencial terapéutico limitado y
efectos secundarios graves.

<+ Las plantas son un importante recurso de obtencion de nuevas moléculas
con actividad farmacologica diversa o prototipos de farmacos para tratar
enfermedades.

“+Las cumarinas de tipo mammea, aisladas de Calophylium brasiliense
(Clusiaceae), son una clase importante de productos vegetales con actividad

OBJETIVO

Determinar si las cumarinas tipo mammea afectan la viabilidad e
inducen muerte celular en T cruzi.

METODOS

Agradecimientos: S apradece of spoyo dol Instatuio de mvestigaciones DBiomidicas do la UNAM &l Programa Nuevas Al

v “olbeica i s T orizi is el * Extrccion v n.* Ensayos. de *Calceina-
farmacoldgica importante contra T, cruzi y Leishmania spp. _Of Ficuitn 0 ae 1 actividad biologica M s -
Rt | compuestos f 5 ‘-'_v{l epimastigotes. y F 4| [etidio
<+Trabajos previos en nuestro laboratorio han demostrado que estos - Identificacidn \ - ?mﬁgz‘” d.i +AnnexinaV+ Yoduro
compuestos afectan la replicacion, ultraestructura v capacidad infectiva de la por RMN H ) “,;:2-: A {12h) CoTIED)
cepa Querétaro de T. cruzi con mayor eficacia que Benznidazol.
RESULTADOS
p Vivas Muertas a $5°C [MS0 Bengnidazol (384.6 pM) LE
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Figura 2, Efecto de cumarinas tipo mammea y Beznidazol sobre la viabilidad de 0 cruzi. Diferentes estadios de I cruzi fueron incubados durante 12h con dif i i A Fund » del

ensayo de viabilidad. B) Dot plots rep ivos de cada 1.
encontro que la viabilidad se afectd de manera concentracion-dependiente en ambas formas del para

- ﬁ—lﬁ fﬂ

Yoduro de propidio

"
A T —— B
[ A e ] ' ek 5o

» en el andlisis por Citometria de flujo. C) Grafica del porcentaje promedio £ DS de parasitos muertos en cada tratamiento, Se

sito. Bonferroni's multiple comparisons test, ***p<0.0001:** p=<0.001.

M
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Figura 3. Anilisis del mecanismo de muerte celular inducido por cumarinas tipo mammea sobre T2 eruzi, Diferentes estadios de 77 crnzi fueron incubados durante 12h con diferentes tratamientos A )

Fundamento del ensayo de viabilidad. B) Dot plots repres s de cada en el andlisis

por Citometria de flujo. C) Grafica que representa el nimero de células obtenido en cada tpo de muerte

celular. Se encontrd el tipo de muerte celular es concentracion-dependiente v difiere en ambas formas del parisito. La grifica representa el porcentaje promedio = DS de tres experimentos independientes.
G

B s p pari test, ***p<0.0001;** p<0.001_

CONCLUSIONES

< Las cumarinas tipo mammea afectan la viabilidad de epimastigotes y tripomastigotes de I’ cruzi ¢ inducen muerte celular por apoptosis y necrosis.

< El mecanismos de muerte celular es diferencial en cada estadio de este parasito, siendo mas susceptible la etapa tripomastigote.

“+Estos compuestos podrian ser un recurso prometedor de nuevas moléculas para el
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ratamiento de la enfermedad de Chagas.
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El receptor tipo Il del TGFB (TBRIII) o Be-
taglicano ha sido descrito como un corre-
ceptor central para varios ligandos de la
superfamilia del TGF(, incluyendo TGFj,
Inhibinas y algunas BMPs. Previamente,
hemos descrito que el TBRIIl se expresa en
timocitos y regula el desarrollo de células
T, protegiendo a los timocitos de apop-
tosis durante su seleccion. Debido a que
el ratén TRRII knockout muere perinatal-
mente, no hay datos disponibles de la ex-
presién o funcion de este correceptor en
linfocitos murinos maduros. En este estu-
dio, evaluamos la expresion del TRRIIl en
células T murinas y humanas, asi como su
asociacion con el estado de activaciéon de
las células T CD4+y la generacion de célu-
las especializadas dependientes de TGFf3
como las células T reguladoras FoxP3+.

Observamos una expresién diferencial
del TRRIIl en linfocitos T CD4+ de perife-
ria, siendo ésta mayor en linfocitos T vir-
genes. Ademas, observamos que tanto
en periferia como in vitro, la expresion
de este correceptor esta relacionada con
el estado de activacién de los linfocitos T
CD4+ y que durante la conversion in vitro
de células T virgenes (CD4+CD25-) a célu-
las T reguladoras inducidas (CD4+CD25+-
FoxP3+) la expresién de FoxP3 se asocia a
una menor expresion superficial del TRRI-
ll. Interesantemente, administracion de
TBRIIl soluble y el bloqueo del TBRIIl con
anticuerpos disminuyeron la induccion
de iTregs in vitro. Estos datos indican que
el TBRIII tiene un papel funcional duran-
te la activacion de linfocitos T, asi como
en la induccion de células T reguladoras
FoxP3+.

TBRIIl is induced by TCR signaling and downregulated in Foxp3+
regulatory T cells

Sandra Ortega Francisco®, Marisol de la Fuente Granada', Evelyn Alvarez §', Lizbeth Airais Bolafios Castro’, Gabriela Fonseca Camarillo’, Rexana Olguin Alor?, German Alemin-
Muench, Fer nanno Lopez Casillas?, Chander Raman®, Eduardo A, Garcia-Zepeda' y Gloria Soldevila'™
ia, Instituto de. igaciones Biomédicas, UNAM, México ‘Departamento de Biologia Celular, instituto de Fisiologia Cefular, UNAM, México,
| Deparmems of Med cine and Microbislogy, Division of Clinical Immunology and Rheumatology University of Alabama at Birmingharn, United States of America.

INTRODUCTION

TGF-§ type Il receptor (TERIN), or . has been ibed as a ceniral plor for
vancus TGF-B superfamily ligand members such as TGFRs, Inhibins and some members of BMPs .

TERII s ized by a large I region, ining heparan and
chondroitin sulphate chains, and a short cytoplasmic domain that lacks a signaling motif, which has
been shown to regulate cell p like apop and cell mig The main function of TERII

is to orchestrate the TGFE, BMP and inhibin-mediated signals in dfferent cell types. TERII-null mice
ambryos die between E13.5 to E18.5 of embryonic stage by heart and liver defects, causad by an
altered TGF-B2-induced mesemhvma] vansfon'nallun process and Ihe incidence of apoptolic events

spectively . We have pravi ibed that TRRII is and I 13
cell p from i ﬂunng T call selecuon As TERII knmom‘
mica die peri no data s i on the 1 or function of this corecaptor in mature

musine !wnptmy‘tes In addition, data about the 5yne¢glst|c effect of BMP2/4, activin and TGFR on

the mducton of Foxp3* Tregs highlight a polenhal role of TRRII as a key regulater of the generation

of i of T calls i yT ralls On lhe other hand HIII et al, shnwad

that Foxp3 the iption of TBRHI

pathway However, a proper description of TBRII expfassmn and function in T celis still being

necessary In order to evaluate its contribution in immurity.

In this study, we investigate whether TERII is differentially expressed in murine and human T cells
Qﬂ'\e# association with activation state of T cells and the generation of TGFf-dependent CD4* T

cell i

such as regi y Foxp3* CD4* T cells.
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Figure 3. sTRRIN and anti-TRRII ds the of ¥ Foxp3* T cells. A} Naive T cells were

sorted and activated under suoptimal plate bound anti-CD3 [lug.l’milfsclluhle anti-CD28 (2pg/mi), and Tregs
skewing conditiens (suboptimal + TGFB). TPRII expression was evaluated each day of culture:
Representative graphs of CD4° CD25° FoxP3* cells (top), and TRRIN cells (Bottom), B) Maive T cells from
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Figure 1. TERHI Is differentially e)tpf!ssed on IIII.II|I|! T lymphocytes and downregulated in Tregs FoxP3*
cells. TRRII jon was I on frem murine Spleen [SP], Lymph nodes (LNJ,
Mesenteric lymph nodes (MLN) and peripheral Blood (PB) by Flow Citometry, A} Graphs of percentage
({top left) and MFI (bottom left) of TC4*, TCDE* and B cells. Graphs of percentage (top right) and MFI
(bottom  right) of naive (CDA4°CDEZLMCCRY), centralfmemory  (CO44MCDE2LUCCRTY), and
effector/memaory (CD44MCDB2LCCRT | CDA°T cells. B) Representative Histogram (left) and graph of MFI
(right) of TBRII expression on CD4" CD25° FoxP3' [resting), CD4° CD25" FoxP3 (activated) and CD4* CO25°

FowP3* Tregs. Bar graphs show the mean & SEM. Statistical significance was determined by a two-tailed
paired Student t-Test. *pg0.05, ** ps0.01, *** p=0.001. n= 3 for all conditions

Figure 2. TBRIN is induced by TCR activation. TRRIN, CD25, CO44 and CDES expression was anakyzed

at0,12, 24, 48, 72, 96 and 120 hours on sorted and activated CD4* CO25° T cells with plate bound
ant-C03/ant-CO28 {Sug/ml). Representative Histograms (top) and graphs of MFI [bottom).

Foxp35F knock-in mice were sorted and cultured under Tregs skewing conditions in presence of anti- TRRINI

and sTRRNL Graph show the percentage of CD4+ CD25+ FoxP3-GFP+ cells; mean + SEM, Statistical
significance was determined by a two-talled paired Student t-Test. *ps0.05
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Figure 4, TRRIN is upregulated on activated human T cells and diminished on FoxP3* T cells. &) TRRIII
expression was evaluated on circulating human cells, Graphs of percentage (top) and MFI (bottom] on TCD4*,
TCD8* and B cells (right panel); and CD4* T cells subsets {left panel). B} TERIN expression on CD4* CD25
{resting], CD4°CD25* (activated) and CD4"CD25MC0127% Tregs cells. Representative Histogram (top) and graph
of MFI (bottom). €) Naive T cells were sarted and a:tlvnted under optimal plate bound anti-C03 .u’anll CD28
{10pg/ml), suboptimal {1pug/ml), and Tregs skewing condi ! i = TGFA). TRRII expy was
evaluated each day of culture: MFI graphs of CO25 [right}, Fox®3 (middle), and TRRIN (left). Graphs show the
mean + SEM. Statistical significance was determined by a two-tailed paired Student t-Test. *ps0.05, *
=0.01, *** p=0.001. n= 3 for all conditions

CONCLUSIONS

= Murine CD4* T cells expressed the highest levels of TERIIl compared o CD8+T cells, wh’lleA
lowest levels were observed on B cells in all organs evaluated.
«Central memary cells expressed significantly higher levels of this receptor, compared 1o naive and
effectorfmemory CD4* T calls.
-Cumlaung lymphocytes showed lower ion of TRRIN P o
id organs, ing that this aplor might be involved in the regulauon of T cell

lralﬁr:kmgf and or homing.

= CD4* FoxP3* Tregs showed significantly lower Ievels of TERII compared 1o CD4"FoxP3 T cells..
-TERIIl exp was by TCR jon showing similar kinetics that the other
activation markers analyzed. These results indicate that TBRIII might be considered as a new marker
for recently activated T cells.

sTﬁFHI} and anti- TRRIN partialy inhibited Treg induct P to the inhibiti gnitud

d with a izing anti-TGF-f antibody

«Among all human circulating T cells the higher levels of TRRIIl were observed on CD8* cells, and it
was lower expressed in human circulating Tregs (CD127°CD25") compared to the significant
expression of TERII in non Treg cells.

*TERIN exprassion decreased after an initial activation time, which comelates with the expression and
probably stabilization of FoxP3,

Work supported by PAPIIT, DGAPA, UNAM (Grant # IN209615)

Memorias 2017

Inmunologia



XX Congreso de Carteles

Trampas extracelulares de DNA de eosindfilo, monocito y

macrofago en respuesta a Trofozoito de E. Histolyca

Sandoval Alejandra
Diaz César

Laclette Juan Pedro
Carrero Julio César

'Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM

Las trampas extracelulares de DNA (ETs) son
redes conformadas por material genéticoy
proteinas citotéxicas de granulos, libera-
das por células del sistema inmune como
neutrofilos, eosinéfilos, monocitos y ma-
créfagos, en respuesta a diversos microor-
ganismos entre ellos bacterias y parasitos.
Las primeras redes descubiertas fueron de
neutréfilos, seguido por las de eosinéfilos
y recientemente se demostré que los mo-
nocitos y macréfagos son capaces de for-
marlas también. El papel de estas redes en
infecciones parasitarias se desconoce, pero
se ha propuesto que podran contribuir a la
proteccién mediante el atrapado de los pa-
togenos y muerte.

En este proyecto determinamos si eosiné-
filos, monocitos y macrofagos aislados de
sangre humana son capaces de forman ETs
en respuesta a trofozoitos de E. histolytica o
sus componentes y si éstas afectan la viabi-
lidad de los trofozoitos in vitro.

Para ello, se purificé eosindéfilos, monocitos
y macrofagos para ser estimulados con tro-
fozoitos de E. histolytica viables, inactivados
con calory fijados con formaldehido, en re-
lacién 20:1, a diferentes tiempos de incuba-
cion.

Mencion Honorffica

Categoria Licenciatura

La viabilidad de la amiba se verificé con
azul tripano y conteo en cdmara Neubauer,
ademas de la generacién de un subcultivo.

Los resultados hasta el momento muestran
que las amibas viables inducen la forma-
cién de ETs de eosindfilos y monocitos de
una manera tiempo y dosis dependiente,
mientras que se forman muy pocas en pre-
sencia de trofozoitos inactivos y fijados. Se
observaron diferencias estructurales en las
ETs formadas; las EETs asemejan una red de
filamentos en la cual quedan embebidos
los trofozoitos, mientras que las METs se
observan como pequenas nubes circulares
unidas a monocitos cercanos a los trofozoi-
tos. De acuerdo a los resultados obtenidos,
se concluye de manera preliminar, que la
formacion de ETs de eosinéfilos y monoci-
tos se lleva a cabo en presencia de trofozoi-
tos viables de E. histolytica.
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TRAMPAS EXTRACELULARES DE DNA DE EOSINOFILOS,
MONOCITOS Y MACROFAGOS EN RESPUESTA A

TROFOZOITO DE E. HISTOLYTICA

Sandoval Alejandra, Diaz César, Laclette JP, Carrero JC
Departamento de Inmunologia, Instituto de Investigaciones Biomédicas

INTRODUCCION

Las trampas extracelulares de DNA (ETs) son redes
conformadas por material genético y proteinas citotoxicas de
granulos, liberadas por células del sistema inmune como
neutréfilos, eosinofilos, monocitos y macrofagos, en
respuesta a diversos microorganismos entre ellos bacterias y
parasitos. Las primeras redes descubiertas fueron de
neutrofilos, seguido por las de eosinofilos y recientemente se
demostré que los monocitos y macrofagos son capaces de
formarlas también. El papel de estas redes en infecciones
parasitarias, en amebiasis por ejemplo, se desconoce, pero se
ha propuesto que podran contribuir a la proteccién mediante
el atrapado de los patégenos y muerte.

OBJETIVO

Determinar si eosindfilos, monocitos y macréfagos aislados
de sangre humana forman ETs en respuesta a trofozoitos de
E. histolytica o sus componentes y si éstas afectan la
viabilidad del pardsito in vitro.

METODOLOGIA

Inicialmente se obtuvieron los paquetes de mononucleares y
polimorfonucleares con separacion por gradiente. Para aislar
eosinofilos, monocitos y macrofagos se empled un sistema
magnético de separacion con kit de anticuerpo unido a perlas
metalicas. Por seleccion negativa se obtuvieron eosindfilos y
por seleccién positiva monocitos, de los cuales algunos
fueron diferenciados a macrofagos.

Meonocitos unidos a CD14

1 |
\O?@ﬁ:v

Linfocitos

Neutrofilos unidos a CD16

’cﬂ)&o .am-

Eosinofilos (4
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Posteriormente las células aisladas fueron estimuladas
(amibas dispuestas en relacién 20:1) a diferentes tiempos.

Eosindfilos Amibas -

; ; Amib Amib
Monocitos PMA (cultivo de Inmit_as fmld g
Macréfagos 72hr) activas ijadas

La formacion de redes se observo al microscopio con tincion
fluorescente.

RESULTADOS

A.Eosindfilos
B.PMA

C.Amibas vivas
D.Amibas Inactivas
E.Amibas Fijadas

DR S E QR ; T
Con flecha verde se muestran los eosinofilos, con flecha amarilla se sefialan
redes y con flecha roja amibas.

F. Monocitos

G. PMA

H. Amibas vivas

I. Amibas Inactivas
J. Amibas Fijadas

Con flecha verde se muestran los monocitos, con flecha amarilla se sefialan
redes y con flecha roja amibas.

CONCLUSION

De acuerdo a los resultados obtenidos, se concluye de
manera preliminar, que la formacion de ETs de eosinofilos y
monocitos se lleva a cabo en presencia de trofozoitos viables
de E. histolytica.
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Modelo matematico de la dindmica de fransmision de
Tenia-cisticercosis y su aplicacion para intervensiones de

control

Sédnchez Norma Yanet
Bobadilla Juan Roman
Laclette Juan Pedro
José Marco Antonio

Laboratorio de Biologia Tedrica, Departamento de Inmunologia,
Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM

Se realizé un modelo matematico de la
dindmica de transmisién de tenia-cisti-
cercosis que es capaz de reproducir los
patrones epidemioldgicos observados de
la teniasis humana y la cisticercosis por-
cina y humana. Mediante un analisis de
bifurcaciones se establecieron los rangos
de los parametros del modelo. El mode-
lo consiste de un sistema de ecuaciones
diferenciales no lineales acopladas, que
son ecuaciones dependientes de la den-
sidad para describir el flujo del parasito a
través de su ciclo de vida. A partir de este
modelo, también se formulé un modelo
de Infecciéon-Susceptible para describir
la prevalencia de infeccién en humanos 'y
cerdos. En particular, el nUmero de indivi-
duos susceptibles a la cisticercosis huma-
na en funcion de la edad es siempre una
linea recta de pendiente negativa.

Esto se debe al hecho de que la infeccién
por cisticercosis humana no influye en el
valor del numero reproductivo basico. Se
presentan simulaciones de la carga media
parasitaria, los susceptibles e infectados,
asi como las intervenciones quimiotera-
péuticas como medidas de control con-
tra la cisticercosis porcina o humana y la
teniasis humana. El tratamiento contra la
cisticercosis humana por si solo no influye
en la teniasis humana ni en la cisticerco-
sis porcina. Incluso la cobertura del 100%
en la administracién de antihelminticos
no elimind la infeccién. Se concluye que
la erradicacién de la infeccion se puede
lograr mediante estrategias de interven-
cion combinando quimioterapia y vacu-
nacion porcina.

o INSTITUTO DE INVESTIGACIONES Modelo matemdtico de la dindmica de
jf | BIOMEDICAS transmision de Tenia-Cisticercosis y su aplicacion
para intervenciones de control

Sénchez Norma Yanet, Bobadilla Juan Roman, Juan Pedro Laclette, José Marco Antonio

humana. Mediante un anilisis de bifurcaciones se establecieron los rangos de los pardmetros del modelo. El modelo consiste de un sistema de ecuaciones dife
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iales no lineales acopladas, que son

ecuaciones dependientes de la densidad para deseribir el Mujo del parisito a través de su ciclo de vida, A partir de este modelo, también se formuld un modelo de Infeceion-Susceptible para deseribir la

prevalencia de infeccion en humanos y cerdos. En particular, el nimero de individuos susceptibles a la cisticercosis humana en funcion de la edad es siempre una linea recta de pendiente negativa. Esto se
debe al hecho de que la infeccion por cisticercosis humana no influye en el valor del nimero reproductivo basico. Se presentan simulaciones de la carga media parasitaria, los susceptibles e infectados, asi

como las intervenciones quimioterapéuticas como medidas de control contra la cist

porcinao |

v la teniasis humana. El tratamiento contra la cisticercosis humana por si solo no influye en la

teniasis humana ni en la cisticercosis porcina. Incluso la cobertura del 100% en la administracién de antihelminticos no elimin la infeccion. Se concluye que la erradicacion de la infeccion se puede lograr

mediante estrategias de intervencion combinando quimioterapia y vacunacion porcina.

El modelo

La dinamica del modelo es la siguiente

-
L3
L3
—
.
-
L3
(3
!
[}
- T S -

AMyA) _ 5 By BMala) — Myta) by + oy + ag) =
da
dMyln Sl AN La )y . _
= e — Mata) (b + g+ 0+ 3, 1)
dMy(a) s f33AM; (a) i
fn 4 Bl + Gy Y
Andlisis de sensibilidad
La simulacion

Con las ecuaciones anteriores, se realiza una simulacién numérica
para la carga media parasitaria (M1,M2 y M3), para los
susceptitibles.nfectados v finalmente se presenta el espacio fase.

My My M, (control) 5,55, (control)

1000 =

...........

ey
5,1
5,0
2 1 0 S 3 1 »
age Age
Iy 130 1, teontrol) Dynamics M,, M, M, (control)
20t
15}
10}
o pi 0 0 Q 3 6
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La modificacion al modefo

Para considerar en el modelo la quimioterapia, se realiza la siguiente
modificacion con respecto a las ecuaciones de carga media

dMy(e) aq MT(a)(k 1
— =y Py Hg Mala) = My a) (by 4§y 4 g = in(l = G1E1))
da k
Myl 9y Dg AMy (a)H agMIia)iky +1
= ~ Mgla)(by + jg + ag+ 8y Hy =Ini(l = Gy Cy)) = —F—u=
da po -+ BoHy & AqHy ko
dify(a) 34 Dy ALy ()
— - it - — Mgfa) (g + ay + by —In{l =GO
da ng + 8pHg + 83 Hy

Chemotherapy (Hiuman)

ao
20 .
; — e ——
104 I,
/ -
— - I.-' —
0 0 30 0 i) B
Age
Calculo de Ro

Ro se define como el nimero de descendientes hembras que son
producidas en promedio por un parasito hembra en una poblacion
de N huésped infectados, en este caso se tiene que

- AH Ha 02D, Dy
' iy + o+ 0z + G1Hy) (o + Balla + ByHy) (b + 1y + 1)

Conclusiones

- Se logrd obtener un modelo matematico que simula la dinamica de
transmision Tenia/cisticercosis y que ademas reproduce tener una
Tenia por individuo,

- El modelo simula la poblacién de suceptibles e infectados con

tenia,

Puercos con cisticercos y humanos con cisticercos.

- La aplicacién de quimioterapia, también es congruente con los

los experimentos gue se han realizado.
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Caracterizacion bioldgica de clonas de cepas mexicanas

de Trypanosoma cruzi

Trejo Mellado Andrea
Martinez Martinez Ignacio
Espinoza Gutiérrez Bertha

'Laboratorio de Tripanosomiasis americana, Departamento de
Inmunologia, Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM.

Trypanosoma cruzi es el agente causal de
la enfermedad de Chagas. Esta conforma-
do por una poblacién heterogénea de in-
dividuos con comportamiento clonal que
originan diversas cepas, de las cuales, se
ha demostrado una variacién intraespe-
cifica respecto a morfologia, virulencia,
habilidad para inducir lesiones, constitu-
cién antigénica y capacidad de infeccion
de células. No obstante, se propone que
el comportamiento de las clonas cons-
titutivas de las cepas podrian mostrar
propiedades biolégicas particulares para
cada una de las clonas. Se han realizado
caracterizaciones de clonas de diversas
cepas pero no se cuenta con registros de
clonas mexicanas, por lo que el objetivo
del presente trabajo es realizar la carac-
terizacion bioldgica de seis clonas de dos
cepas mexicanas Querétaro (Qro) y Ninoa
(cuatro y dos clonas respectivamente). Se
realizé la comparacién de las clonas con
la cepa parental respecto a crecimiento y
porcentaje de metaciclogénesis. El creci-
miento se evaluo con el conteo de parasi-
tos durante 14 dias.

Se realizé la induccion experimental de
la metaciclogénesis a través del medio
Grace durante 4 dias y se realizaron ensa-
yos de resistencia al complemento para
obtener el porcentaje de transformacién.
Se realiz6 un ANDEVA de una via para
evaluar la variabilidad entre los valores
de las cepas parentales y sus respectivas
clonas para cada aspecto evaluado y se
realizé una prueba de Tukey para estimar
diferencias significativas. Se obtuvo un
crecimiento estadisticamente no signifi-
cativo para las clonas y parentales tanto
de Qro (F=0.0129; p<0.05) como de Ni-
noa (F=0.0235; p<0.05). Respecto a la in-
duccién de metaciclogénesis, el ANDEVA
indica que los porcentajes obtenidos no
son significativamente diferentes ni para
Qro (F=0.4075; p<0.05) ni para Ninoa
(F=2.057; p<0.05). Por lo cual, en ambos
casos, las clonas tienen un comporta-
miento similar a la cepa parental. Sin em-
bargo, aun falta evaluar sus caracteristicas
antigénicas y su capacidad infectiva.
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Caracterizacion bioldgica de clonas de
cepas mexicanas de Trypanosoma cruzi

Trejo Mellado Andrea, Martinez Martinez Ignacio y Espinoza Gutiérrez Bertha
andre.tm@ciencias.unam.mx
Laboratorio de Tripanosomiasis Americana, Departamento de Inmunologia, Instituto de Investigaciones
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BOMEDICAS

Biomédicas, Universidad Nacional Auténoma de México.

Introduccion

Trypanosoma cruzi es el agente causal de la
enfermedad de Chagas. Estd conformado por una
poblacién heterogénea de individuos con un
comportamiento clonal, que originan diversas cepas,
de las cuales, se ha demostrado una variacién
intraespecifica. No obstante, se propone que el
comportamiento de las clonas constitutivas de las
cepas podrian mostrar propiedades biologicas
particulares para cada una de las clonas. Se ha
realizado la caracterizacion de clonas de diversas
cepas pero no se cuenta con registros de clonas
mexicanas.

Objetivo
. Realizar la caracterizacion bioclégica de seis
clonas de las cepas mexicanas Qro y Ninoa (cuatro y
seis respectivamente).
. Comparar las cepas parentales con su
respectivas clonas respecto a crecimiento vy
porcentaje de metaciclogénesis.

Metodologia

Siembra de
Curvas de BN parasitos 1x10% p/m| M Conteo de parasitos
crecimiento de cada clona y cada 2 dias
parentsl
Seguir crecimiento
por 14 dias

Induccion de | Epimastigotes dal dia Ajustar pH del medio

grace Bajara 1.5y

metaciclogénesis 9 en medio LIT ' sukira 8

Lievar a una
oM CRAhECKn A8 BN ncubar durante cuatro

250x10° parasitosiml disba2nic

Ensayo de
resistencia al
complemento

Colocar 170l en tres
Ligvara una tubos, a uno adicionar
concentracion de 1L suero fresco de
51x10° parasitos en cobayo, a otro suero
510pl de medio grace inactivado y a otro
medio grace

a Incubar 1 hora a 28°C

Contar los
tripomastigotes
metaciclicos

Resultados

Crecimiento

=P

Figura 1. Curva de crecimiento de la cepa Qro y sus clonas. Cepa Qro parental (PQ), Clona 4
(Q4), Clona 6 (Q8), Clona B {Q8), Clona 11 (Q11)

= AN
= *

Figura 2. Curva de crecimiento de la cepa Ninoa y sus clonas. Cepa Ninoa parental (PN), Clona
1{N1), Clona 4 (N4).

Inducciéon de metaciclogénesis

R

Figura 3. Epi y T ig iclicos (TM) de la clona Qro 4,
E Izquierda): el ci (flechas rojas) y el nicleo (flechas negras) se
encuentran de manera central. TM (derecha) cinetoplasio (flechas rojas) en la parte
subterminal y el nicleo (flechas negras) en la parte central. Giemsa, 100x, Fotografias
tomadas por: Julidn Pineda.

QRO NINOA

% Transformacion

% Transformacion

& ¢ & @ g L
Clonas Clonas

Figura 4. Porcentajes de transformacion  Figura 5. Porcentajes de transformacion
de la Qro y sus clonas, Cepa parental de la cepa Ninoa y sus clonas. Cepa
(PQ), Clona 4 (Q4), Clona 6 (Q8), Clona  parental (PN), Clona 1 (N1), Clona 4
B (Q8), Clona 11 (Q11). ANDEVA de una  (N4). ANDEVA de una via. Diferencias no
via. Diferencias no significativas con  significativas con p<0.05 (Prueba de
£<0.05 (Prueba de Tukey). Tukey).

Conclusiones
- Se observaron diferencias en el crecimient
algunas clonas respecto a su cepa parent
embargo, las diferencias no son signifi
estadisticamente.
- Se estandarizé el ensayo de ind
metaciclogénesis, observandose que las
cepas parentales son semejantes en ést
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ABSTRACT

GK-1 is a parasite-derived peptide adju-
vant of 18 amino acid-length that enhan-
ces T-cell function and increases survival
in B16-F10 melanoma tumor-bearing
mice. This study was designed to evaluate
in vivo the antitumor efficacy of GK-1 on
4T1 mouse mammary carcinoma.

BALB/c mice with palpable primary tu-
mors were weekly intravenously injected
three times with saline solution or three
different concentrations (10, 50, or 100 pg
per mouse) of GK-1. GK-1 significantly in-
creased lifespan (p < 0.0001) and reduced
the primary tumor weight and volume
(p < 0.014) with respect to control mice,
with no statistically significant differences
among GK-1 doses.

At the primary tumor, we found increased
necrotic areas associated with a reduction
in tumor mass, as well as an increase in
the anti-tumor cytokine IL-12.

Mencion Honorffica Y

Categoria Posgrado

Especially encouraging is the ability of
GK-1 to reduce the number of lung me-
tastasis (p < 0.006) disregarding the dose
used. Therole of IL-6 in metastasis develo-
pment and the decreased levels of CCL-2,
CCL-3, TNF-a, CXCL-9, GM-CSF, and b-FGF
found in lungs of GK-1-treated mice is dis-
cussed.

Our study supports the effectiveness of
GK-1 as an anti-neoplastic agent that me-
rits further exploration in combination
with other therapeutic approaches in fu-
ture translational studies.
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GK-1 PEPTIDE REDUCES TUMOR GROWTH, DECREASES METASTATIC BURDEN, AND INCI'\;I_EA;SES
SURVIVAL IN A MURINE BREAST CANCER MODEL
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3. GK-1 decreases lung macrometastases.

Keywords: Breast cancer. metastasis. immunotherapy, primary tumor, GE-1.

INTRODUCTION
GE-1 is an 18-amino-acid peptide derived from the KETc7 protein. isolated from a cDNA library of
Taenia cm.mcsps cys‘hwu [1]. In vifro, GK-1 promotes the activation of dendrific cells and
throu; ion of CDBOV/ES, MHC class IL and the secretion of IFN-gamma. TNF-
alpha_meCLZMC'P 1}[2] It also promotes CD8™ and CD4* T cell proliferation [3]. Based on the
immumomodulatory properties of GK-1, Pérez-Tomres A and collaborators tested its effect on a
subcutaneous melanoma murine model In this regard, GE-1 increased the mean survival by 42.58%,
increased intra-tumor necrosis, and decreased the rate of tumor growth compared with control saline-
administered mice [4]. In this study we examined the in vive effects of GK-1 on the primary tumor
growth and its metastasize in the 4T1-mmrine model of breast cancer.

MATERTALS AND METHODS
' - |
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- - "*1’ < * a 3} = Tigure 3. GEC1 decreases fhe number of hung macro-metasiatic foci in murine 4T1 mammary Garciloma. Macrometastases an the fiver, brain,
¥ and lung surface per modse wene counted Both in the animais treated with GK-1 [10, 50, and 100 pg) and in non-treated mice. images
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4. GK-1 induces changes in the tumor microenvironment: Cytokine profile.
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spostirsiment o Cuml - GEI(NE -~ GE-I(fg (100 mp;n(muamdmmm 6) masemms the i the mean of each group (pe/mg of protem in the tissue). The
C fan correspand w ststcally significant differences found in primary tmars (A) and hmgs samples (B-H) benvaen GEC-1-reared mica (lowest
doses; 10 jig of GE:-1) and no rexted mice Vahies were collzcted from a muioen sample of five independent espenments (6 mice treated with GK-
Control L pralue 1 and § pon-ireaied mice).
Wpg SDpg 100 pg.

=0.0001"
Primary tumor volume (mm®) 717449015 451.01+6274 3134627111 2977323956 5y DISCUSSION

Primary fumor weight () 179=038  083=012  093=031  083=016 0014 1€ Wil Gh-1 e survival s (kipuee LA, gr=0.0001), slows thc ot
growth (Figures 1B, 1C. p<0.0001, p=0.014, respectively), and md!res increased nauﬂuc areas in
m&mm%fﬂlmﬁﬁm;dmmmmﬂfmmmmmlm primary tumors (Figure 2, p= 0.001) of 4T1 tumor-bearing mice, as
RIS S o EE (B Iog sk My gy, Sniathok: e a]me[4]andmtncubmahmmﬂ1thDLlmBlﬁFlemntbemngnnte[S] Eestdm,ﬂ]eocclmm
mﬁ“ﬁ‘ﬂ lmmuu = mmmm g m}'m e [u?ai?:m}:% hﬂ;m%m&%mwm“ of macrometastases were observed only in lungs. whose number was significantly decreased in GK-1-
e mmmdmmmml(mpgmmlgnmmmxmummmnpgmml treated mice with respect controls {p= 0.006, Figure 2). It is known that the development of metastasis
(100 gt i, Do e preseded a5 om0, 25 comespa 1 hres independint evperments pooied depends on the egress of cancer cells through its detachment from the primary tumor, allowing them fo
invade the stroma and break the basement membrane [6]. Indeed. it has been reported that approximately
1x10° cancer cells can egress from the tumor to the circulation per gram of tumor per day [7]
Consid: this, the anfi ic effect of GK-1 may be related to the increased tissue death observed
in primary tomors from treated mice, particularly in the soperficial lavers of the tumors, which conld
limit the amount of cancer cells coming out from the tumor Moreover, the increased concentration of the
anti-tumor I1-12 cytokines found in primary tumors may increase tumor cell damage, limiting the
amount of cancer cells coming out from the tumor. ]lAEbyﬂslelussommmmmmawwty mediated

. Increases mecrosis in 411 primary tumers.

by its ability to elicit anii. 1 activity [8]. Additional experiments are required to further explore
the mechanism underlying this effect.

Based mllhe l:yinlnnz pwﬁ]s (Figure 4), our results support ﬂr effectivity of GE-1 against tllz primary
tumor, to lungs, p ly through the of tumor mi

associated mechanisms leading to the drop in basic FGF. CCL3 (MIP-1 alpha), GM-CSF, CCL2 (MCP-
1), TNF-alpha, and CXCL9 (MIG) levels, as well as the increase of [L-6.

Although more studies focusing on the anti-cancer effect of GE-1 are required, this research provides
new evidence of the possible clinical use of GK-1 beyond its adjuvant effect.
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El nacimiento de nuevas neuronas (NN) en
el hipocampo ocurre a lo largo de la vida
de un organismo, a las 8 semanas se inte-
gran al circuito del giro dentado (GD), sin
embargo son capaces de activarse a las 3
semanas. Recientemente se ha comenza-
do a evaluar la participaciéon de las NN en
procesos cognitivos después de dano, ya
que el numero de NN incrementa, lo cual
ha llevado a proponer a la neurogénesis
como mecanismo compensatorio o de
reparacion. Previamente mostramos que
el GD adulto es capaz de reorganizarse,
morfoldgica y funcionalmente después
de dano. Aqui evaluamos si después de
dano las NN: T)maduran normalmente,
2)sobreviven en diferentes ventanas de
tiempo y 3)se activan después de una ta-
rea de memoria del GD. Para esto, dana-
mos focalmente el GD de ratas adultas y
evaluamos en el mismo a dos diferentes
tiempos: 1)el aprendizaje y la memoria de
la tarea de miedo contextual, 2)la prolife-
raciéon y maduracién neuronal y 3)la ex-
presion de c-fos en las NN después de la
memoria

Observamos un déficit en la memoria 10
dias después del dano (dpl), pero no a los
30dpl, correlacionando con la desorgani-
zacion anatémica. El nimero de NN jéve-
nes y maduras aumenta en la capa granu-
lar (CG) e hilus, sugiriendo una aceleracién
en la maduraciéon después de dano. Tam-
bién aumento6 el nimero de NN jévenes
y maduras activas en la CG. La presencia
de c-fos sugiere una aceleracién en la ma-
duracion o una modificaciéon del umbral
de activacién después de dano y poste-
rior a la evocacién. A los 30pl el numero
de NN joévenes disminuye notablemente,
asi como las NN jovenes y activas. No obs-
tante el numero de NN maduras es mayor
después de dano, mostrando que pue-

den sobrevivir por lo menos un mes, asi

como el numero de NN maduras activas,
observado sélo en la CG. Estos resultados
sugieren que el GD se reorganiza después
de dano y que la recuperacién anato-
mo-funcional se asocia con un incremen-
to en la activaciéon de NN, proponiendo a
la neurogénesis como un mecanismo de
reorganizacion.

.

1. Introduccian

Lo nevrogénesis del hipocompo odulto es
un proceso plistico que ocurre o lo lorgo
de lo vida de un orgonismo en dos zonas
restringidas del cerebro adulto, uno de
ellos es lo zono subgronulor del giro
dentado (GD), uno estructuro que se asocio
ton ciertos tipos de oprendizaje y
memorio, particulormente la memorio
contextual. En el GD los nuevas neuronos
(NN) tardon oproximadomente § semanos
en completor su moduracidn e integrarse
por completo ol circuito del hipocompo, sin
embargo o los 3 semonos de edod puede
observarse su copocidod de activaciin
debido o lo presencio de Genes de
Expresidn Temprana, como orc y c-fos, esto
sucede en condiciones fisiologicas.

Tig |. Conecharisticns del peoceso mesrogdnico e conditianes.
Fistokégitns, desde su pazimiento basio su ntegrasidn luncisesl

Sin  emborgo, lo  nevrogénesis  del
hipocompo odulto puede verse modulado
por diferentes eventos modificando lo toso
de generocidn y velocidod de moduracidn e
integracidn de los nueves neuronos, como
sucede después del ejercicio. El dofio
cerebral es wno de esos eventos
moduladores. Existe uno bosto evidencio
sobre la respuesta neurogénica que genera
el dofio cerebral. Después de uno lesidn
nervioso, aumenta lo toso neurogénenica
en el hipocompo, lo que ha levodo o
proponer @ éste  mecomismo  como
wmpensulunu o de neurarapnmuﬁn
en el loboratorio hemos
nhsewndl} que el GD es copoz de
reorganizorse o través del tiempo después
de un dofio excitotdxico focol. Esto
reestructuracion se correlociona con lo
recuperacion de lo memorio de miedo ol
contexto 25 dios después de la lesidn (dpl).
Ademds, los marcadores de DCX y BLEP
oumenton  después del dofio en el
hipocompo. Sin  emborgo, no se ho
esclorecido  si los newronos nocidos
después de lo  lesibn  moduron
normolmente, si logron sobrevivir en
condiciones de dofio, si presentan uno
morfologio regulor y si son propensos o
octivorse  en respuesto o uno loren
dependiente del lo zono dofiodo.
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2. Obijetivo 3. Metodologia

Evaluar lo moduracidn, sebrevivencia y o 1 2N

octivacion de las nuevas neumngs del y.... B IMM‘T
GD en respuesta o lo memorin de 37 Sanlold
miedo ol confexto y posterior o un

dofio focal ol GD uno toreo de
memoria osocioda o GO. Lesion

4, Resultados

A Genarodién de mourosas jivanes. $o i

Estructurn del GO Se observa un  observa lo dobla inmunofluerescantio 2
GD reprasantativa de &) un sujeto  tontra Erdy [verde) y DCK [roje] del 6D
de um sujeto A] 10dshom, B) 10dpl, )

con tiwglo shom, B) 10dpl ¥ o)
30dpl o diferentes tooudenndes 30dshom, 0) 30dpl y E) o
seplo-temporales, Los Fleches twantificecibn, que  muestro  gquo
blemcos  indicon  pienasis o posterior o defio Jos miveles sen
udelgozomieate  de | copn  mayeres, sin embargo o les 10dpl el
granlor, coracteristics de o mumento es natable n comparecidn of
losidn. ol deee denhe de les  resto de bos grupos, tonto en lo capo
corchates (ndica ol siio do lesign  gronelor come en el hilus
tunto #e lo copo grosulor como es el hilus.

..-. Activoridn de mueves negranes maduros. Se

nnr
(1] ﬂl:l

Generacidn de neurenay meduras. Se observo lo
deble inmunoflustescenda contro Brdl (verde) y
NouMl (1ojo] del 6D do en sujels A) 10dshom, B)
10dpl, €) 30dsham, 0} 30dpl y E] o coantificacién,
que mussts qoe posterior @ dodio bos niveles san
mayores, sin embargo @ los 30dpl ol owmento es
netable en comparacida al raste de los grupes,

© - mic ohservn b friple iamunelborescencie de
i ey Brdl {verde], Newll (raja) y e-fes (ozul) del 60
: de un sujets &) 30dpl o condicionade, B}
30dpl comdiciemnda y €) lo coontificoién, que
meestro ba octivocida perlivslor en nuevs
nemisant de sujelos condichoendos,
Andlisis conduriual en
&l tiempo en ¢l Cempo
|' i |
: ,.| |
e -
Adivodén de nuevos neuronas pavenes, Se ohservo lo hiple | ® 2w
inmunoftuorescencia contro Brdl [verde), OCX {roja) y «fos {orul]
del GO e um sujato A} 10dsham, B) 1 0dpl, () 30dsham, 0) 30dpl y
B lo coenlilicodidn, qee mueshs que posterior ol dafio fo
arhivaciin serede moyaritariomente a los 10d fonto en lo wpo

Condiclonamienta  de
Miedo of Contexta, A
Desempelie  en ol
Comgo Ahierls,
mostianda qee o hoy
dificd  moter 0l
ansindad en mingusa de
los  grupes. B
Aprendizaje de ba torea

Avigrto y  en @l
B Contestust Fear Condilioning

gronubar come en #f hilus. Este es wn dofo pertiulorments -~ = . -
interesonte pess lo octivedidn de nuevos nestonos ne se hobla . f 3 wha :l Miede ol Contexts,
whervodo entes de los 14 dios de edad, fe wol sugiere une | = ?: . l‘—r =1 her ndnla ‘d‘ mugstra 2|
wrelerodtn en lo modurasin de esto poblecoidn en condiciones |2 fo . A - toy ;:s.”';n:“"l:l.l;. &w:
de defs £ & ¥

; o A1 tapoces de oprander la
Brtivaciin de neeves meuronos moduras. Se shserva lo o #le————a——a taren, () Sin emhargo

los  diferoncios s

triphe inmunofluorescencio cantra Brdd [verde), Hewh (roja)
 e-hos (azul) del GD de un swjeto A) 10dshem, B} 10dpl, ()
J0dshom, B) 30dpl y E} In cuaniificocsdn, que muesiro que
pasterior ol dofia lo oetivacide sucede mayeritariomente o
los 304, de fermo porticuler en lo copa granular
ceareluciononde com la recuperatiin funcional y emalémico
del GO Interesontemente ie obssrva una poblaciin
Neubi+ @ los 10dpl que tombién es ochive {r-fas+)
sugitiends uno posible oceleraciin en ol proceso de
moduratién o de modificocide del wmbral del octivocién,
5. Conclusiones

Concluimos gque el GD es copoaz de reorgonizarse en el tiempo y con ello también la funcidn de lo estructura, pues lo copocidad de evocor la memoria se despliega o los 30dpl
pera no a los 10dpl, cuando adn se encuentra un dafio notable en el GO. Esta reorganizacion ocurre en el tiempo y de forma natural sin intervencion externa. El dofio produce
una neurogénesis exacerbada en el 6D pero también en el hilus, encontrdndose un mayor nomera de neuronas nuevas jévenes a los 10 y modurus a los 30dpl. Lo presencia
de una poblacidn NeuN+ y c-fos+ a los 10dpl sugiere una posible aceleracian en lo maduracién de las nuevas nevronas, o cual podria repercutir en la funcidn recuperada
hacio los 30dpl. Interesantemente lo activacion de los nuevos neuronos moduras (NeuN+), solo se observa en el nicho génico, lo cuol correlaciona con lo recuperacion
onatemica y funcional que ocurre o los 30dpl. Cobe sefiolor que lo activacién de los nuevas nevronas se observa dnicomente ante lo evocacion de una memoria asociada ol
GO, debido o que en animales que no fueron expuestos al oprendizaje y por o la evocacién, lo activacitn de los nuevas neuronas no se observd. Los datos
muestran que las nevronas que nocen en el giro dentado después de dofio se activan y supieren que lo neurogénesis podrio jugar un papel compensatorio o de reparacion
onte el dafio provocado, recuperande no solo parte de la estructura sino la funcién perdida anteriormente.

hocen avidentes an lo
evoncidn de o
memorio, donde  fes
sojetes del grope de
10dpl  muestian  wn
déficit poro desplegor
lo memaria de Mieds of
Contexte, &N

tomparackéa ol grpo
30dpl cuyo desempeiio
mugstio el recaerdo,
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La radiacién ionizante (RI), puede despla-
zar a los electrones de los atomos presen-
tes en la materia con la que interactua,
ejemplos de ella son los rayos Xy la radia-
cion g. La absorcién de Rl por las células
produce alteraciones en la estructuray la
funcion de las biomoléculas. Estas pertur-
baciones dependen en gran medida del
grado de diferenciacién, la tasa de prolife-
raciény la tasa metabdlica de cada tejido.
El dafo por Rl se genera a través de dos
vias: una via directa (alterando la estruc-
tura atdémica de las macromoléculas) o
una via indirecta (produciendo especies
reactivas de oxigeno como consecuencia
de la radidlisis del agua). La via indirecta
es responsable de 2/3 partes del dano
generado por la Rl, principalmente por
accion del radical HO.. Existen mecanis-
mos antioxidantes para combatir estas
alteraciones, dentro de ellos, Nrf2 y NGF
participan activamente para iniciar estas
respuestas.

En este trabajo se investigd la modulacién
de NGF en el cerebro, el higado, la médula
Osea roja y los pulmones de ratones ex-
puestos a 0.5 Gy de rayos X y radiacioén g,
asi como la modulacién de Nrf2 por radia-
cion g en el cerebro. Los rayos X indujeron
los niveles de NGF en el cerebro e higado
alas6hyenelpulménalas4y6h.Porsu
parte, la radiacién g indujo a NGF en el ce-
rebroalas2 hyen el pulménalasé h.Por
otro lado, la radiacion g produjo un incre-
mento en los niveles de Nrf2, respuesta
que varia al comparar distintas regiones
dentro del cerebro. Nuestros resultados
sugieren que Nrf2 y NGF participan en la
misma via de senalizacién para activar la
respuesta antioxidante.
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Modulacion de una respuesta antioxidante en distintos tipos

celulares expuestos a radiacion ionizante
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INTRODUCCION METODOS

Lo absorcion de Rl por las células produce alteraciones en g
estructura v lo funcion de los biomoléculas, Estas perturbaciones

dependen del grado de diferenciacion, la tasa de proliferacion y la
tasa metabdlica de cada tejido.

Cerca de 2/3 del dafio producido por la Rl en el DNA se genera
como consecuencia de estrés oxidante, principalmente por accién
del radical HO".
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Existen mecanismos antioxidantes para combatir estas alteraciones,
dentro de ellos, Nrf2 y NGF participan activamente en la iniciacién
de estas respuestas.

En este trabajo se investigd la modulacién de NGF distintos organos
de ratones expuestos a rayos X vy radiacion v, al igual que la
induccién de Nrf2 por radiacién y en el cerebro.

Nuestros resultados sugieren que Nrf2 y NGF participan en la misma
via de sefalizacién para activar la respuesta antioxidante.

RESULTADOS
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RI modula vigs antioxidantes = NGF y Nrf2 Este frabajo fue redlizade gracias al apyo del Programa de Maestria en

Respuestas drgano dependientes y corresponden con grado de Ciencias Bioldgicos, UNAM y al apoyo de CONACYT No. 385550
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El diagnostico oportuno de la LRA y el de-
sarrollo de ERC representa la posibilidad
de un tratamiento eficaz y el manteni-
miento de la salud del paciente. El objeti-
vo de este estudio fue generar un método
de diagnéstico para la LRA 'y la ERC. Iden-
tificamos la presencia anormal de serpi-
naA3K en muestras de orinas de anima-
les con ERC mediante espectrometria de
masas de alta resolucién. Para evaluarla
como posible biomarcador de LRA'y ERC,
medimos los niveles en orinas de ratas y
pacientes con LRA, asi como, en el curso
temporal durante la transicion de LRA a
ERCy en pacientes con ERC. Para el mode-
lo de LRA, se dividieron 44ratas Wistar ma-
cho en distintos periodos de reperfusion
después de isquemia bilateral(45min)y 20
en distintos periodos de isquemia, com-
parados con ratas control. Para el modelo
de ERC, se dividieron 52ratas en:sham(S),
nefrectomia derecha(UNx) y nefrectomia
mas isquemia derecha(UNx+IR). Al final
de cada periodo, se determind la presion
arterial media, la depuracién de creatini-
nay el flujo sanguineo renal.

Cada mes se evaluaron los niveles de
serpinaA3K en orina de las ratas y de
los pacientes diagnosticados con LRA y
ERC. Encontramos que la serpinaA3K se
pudo detectar desde 3h post-isquemia.
En los pacientes con LRA encontramos
la presencia anormal de serpinaA3K fue
ademas capaz de estratificar los niveles
de dano. Después de 4 meses, el grupo
de UNx+IR desarrollo ERC, con proteinu-
ria progresiva, disfuncion renal y fibrosis
tubulo-intersticial. Desde el 1er mes des-
pués de LRA, la serpinaA3K urinaria apa-
recié incluso antes de la proteinuria y de
la disfuncion renal. Ademas, correlacion6
con la fibrosis tubulo-intersticial. Se en-
contré elevacién significativa de serpi-
naA3K en los pacientes con ERC, incluso
antes de los cambios en creatinina sérica.
En este trabajo demostramos que la ser-
pinaA3K urinaria es un buen biomarcador
de episodios de LRAy su progresiéon a ERC
incluso antes de los cambios en los para-
metros comunes en la clinica.
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INTRODUCCION

La lesiéon renal aguda (LRA) se caracteriza por una
disminucién abrupta y sostenida de la tasa de filtracion
glomerular (TFG) que conduce a un amplio espectro de
alteraciones agudas en la funcién y estructura renal. Varios
estudios experimentales y clinicos han demostrado que la
LRA es un factor de riesgo independiente para desarrollar
enfermedad renal crénica (ERC). El diagnéstico oportuno de
la LRA y el desarrollo de ERC representa la posibilidad de un
tratamiento eficaz y el mantenimiento de la salud del paciente.

OBJETIVO

generar un método de diagnéstico para la
deteccion LRA y la ERC, que supere las
limitaciones de los procedimientos utilizados en
la practica clinica.

PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Transicitn LRA a ERC Lesién Renal Aguda
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RESULTADOS

Serpina A3K como biomarcador de ERC
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CONCLUSION

En este trabajo demostramos que la serpina A3K
urinaria es un buen biomarcador de episodios de
LRA y de su progresion a ERC incluso antes de los
cambios en los parametros que son usados
cotidianamente en la clinica.

CONACYT: 235855, 235964 and 272390 y Universidad Nacional Auténoma

de México IN223915
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Norma Gonzdlez

Rosallba Pérez-Villalva
Yessica Aniceto-Herndndez
Norma A. Bobadilla

Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM
2Departamento de nefrologia, INCMNSZ

La LRA es reconocido como un factor de
riesgo independiente para el desarrollo de
ERC, sin embargo, los mecanismos involu-
crados en esta transicidon se conocen poco
y menos aun su temporalidad. El proposito
del estudio fue analizar los mecanismos y
el curso temporal de las alteraciones du-
rante la transicion de LRA a ERC. Se divi-
dieron 52 ratas en: sham(S), nefrectomia
derecha(UNx) y nefrectomia mas isque-
mia(UNx+IR). Los animales se estudiaron
a 1,2,3 6 4 meses después de la cirugia. Al
final de cada periodo, se determiné la pre-
sién arterial media, depuracion de creatini-
nay el flujo sanguineo renal. La proteinuria
y el estrés oxidante fue evaluado mensual-
mente. En el rindn, se determinaron los ni-
veles de RNAm de procesos inflamatorios,
hipoxia, factores vasoactivos y profibroti-
cos, asi como, los niveles de metilacion de
DNA desde el 1°y hasta el 4° mes post-is-
quemia. También examinamos las altera-
ciones histolégicas.

Después de 4 meses, el grupo UNx+IR desa-
rrollo de ERC caracterizada por proteinuria
progresiva, disfuncion renal, hipertrofia re-
nal, dilatacién tubular y fibrosis tubulo-in-
tersticial.

'Departamento de medicina gendmica y foxicologia ambiental,

Estas alteraciones no se observaron en los
grupos control. Desde el primer mes des-
pués de la LRA, hubo un aumento signifi-
cativo del estrés oxidante y una reduccién
de metilacién global de DNA del 15% que
permanecié durante todo el seguimiento.
Ademas, los niveles de HIF-1a) and VEGF
se redujeron en 99% desde el primer mes,
y solo se restablecio HIF-1a después del 3°
mes. Los niveles de TGF- e IL-6 aumenta-
ron tardiamente en el seguimiento y cuan-
do la fibrosis ya se habia instalado. También
observamos un desequilibrio en moléculas
vasoactivas.

Nuestros resultados sugieren que las alte-
raciones en la sefalizacion de HIF-1a el au-
mento del estrés oxidante, el desequilibrion
en la generacién de factores vasoactivos y
la hipometilacion de DNA juegan un papel
crucial en la fase temprana de la transicién
de LRA a ERC.
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KEY MEDIATORS IN ACUTE KIDNEY INJURY (AKI) TO

CHRONIC KIDNEY DISEASE (CKD) TRANSITION

Andrea Sanchez-Navarro, Norma Gonzalez, Rosalba Pérez-Villalva,

Yessica Aniceto-Hernandez and Norma A. Bobadilla

Molecular Physiology Unit, Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM and
Department of Nephrology, Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion

Salvador Zubiran, México City, México

INTRODUCTION

Acute kidney injury (AKI) is characterized by an abrupt and
sustained decline in the glomerular filtration rate (GFR) that
leads to a wide spectrum of acute alterations in kidney
function and structure. After an AKI episode, the kidney is
able to regenerate itself to reestablish a healthy tissue,
however several experimental and clinical studies have
demonstrated that AKI is an independent risk factor to
develop chronic kidney disease (CKD). Some of the major
mechanisms implicated in this transition are: the infiltration of
inflammatory cells, the arrest of tubular epithelium cells in
G2/M phase, which induces the release of cytokines and
growth factors that promote myofibroblast activation and
collagen deposition leading to an scarred kidney. However
little is known about the initial mechanisms that are triggered
in the AKI to CKD transition.

AlM

To analyze the time course response of
hypoxia, oxidative stress, inflammation, and
epigenetic modifications during the acute
kidney injury to chronic kidney disease
transition

EXPERIMENTAL PROTOCOL
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®* The HIF-1o/VEGF reduction could be responsible of
inducing vascular rarefaction and chronic renal

hypoxia in the AKI to CKD transition.

INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN

®* In addition, reduced HIF-1a signaling, increased
oxidative stress, altered vasoactive factors and DNA
hypomethylation play a crucial role in the early phase
after AKI to promote CKD development.

CONACyT: 101030 235855 y 18126. PAPIIT IN223915
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El trastorno del espectro autista (TEA) es
un conjunto de desérdenes cerebrales
caracterizados por un impedimento en
la comunicacion e interaccién social, y un
comportamiento restrictivo. En pacientes
con TEA se han encontrado alteraciones
en la neuritogénesis, elongacién de axo-
nes y dendritas, y mayor densidad de es-
pinas dendriticas en la corteza prefrontal,
hipocampo y cerebelo. El citoesqueleto
regula la estructura de neuritas y es esen-
cial para el establecimiento de sinapsis en
cooperacion con proteinas astrociticas.
Modificaciones en las proteinas del cito-
esqueleto neuronal y de los astrocitos po-
drian estar asociadas con dichas anorma-
lidades. El objetivo de esta investigacion
fue analizar los cambios en el contenido
de las proteinas del citoesqueleto y astro-
citicas, en la corteza prefrontal (cx), hipo-
campo (hp) y cerebelo (cer) del modelo
murino de autismo correspondiente a la
cepa C58/).

A partir de la técnica de Western Blot, se
analizo el contenido de las proteinas de
estudio, y se hizo una comparacion en-
tre la cepa con fenotipo autista C58/) y
la cepa WT C57BL/6. En la cepa autista
el contenido de a-tubulina y B-actina no
presentd modificaciones en ninguna de
las estructuras, sin embargo se encon-
tré una disminucién en el contenido de
las proteinas asociadas a microtubulos,
Tau y MAP2A, asi como en las proteinas
de unién a actina: cofilina y sinaptopodi-
na en la cx y el hp de los ratones autistas
con respecto a los WT. El contenido de la
proteina astrocitica TSP-1 disminuyd, no
asi el nivel de GFAP. Estos resultados su-
gieren que estos cambios en el contenido
proteico podrian estar relacionados con
el trastorno autista.
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Modifications in cytoskeletal and astrocytic proteins content in prefrontal cortex,
hippocampus and cerebellum of the murine model of autism C58/J strain

Baron-Mendoza Isabel; Garcia Octavio; Garcia-Rebollar Jorge; Diaz Georgina; Martinez-Marcial M.; *Gonzdlez-Arenas Aliesha.
Departamento de Medicina Gendmica y Toxicologia Ambiental. Instituto de Investigaciones Biomédicas,
Universidad Nacional Auténoma de México, Ciudad Universitaria, Coyoacan 04510, COMX.

I. _Introduction =

Autism Spectrum Disorder (ASD) is presented ~
with a global prevalence of 1/160. ASD have been -7
recognized as a complex brain disorder with high
heritability. Two common characteristics are
St I

presented in this disorder: impairment of social

interaction and communication, and restricted and hiteli =X
repetlitive behaviors, newon meurcn
Alterations in neuritogenesis, elongation of axons and dendrites, and greater
spine densities in ASD patients, particularly found in brain structures
associated to memory, learning and motor processes as prefrontal cortex,
hippocampus and cerebellum, besides a reported synaptic gene dysfunction,
suggest connectional changes and disturbances in plasticity in the autistic
brain. The cytoskeleton has a pivotal role in regulating the structure and
dynamics of dendrites, spines and axon outgrowth. Also it is essential for
stabilization and remodelling of synaptic connections along with astrocyte
secreted proteins. Hence, some modifications of cytoskeletal and astrocyte
components could be involved at molecular level in the mentioned
abnormalities.

Il. Objective et

The objective of this research was to analyse changes in the content of
cytoskeletal proteins B-actin and actin-binding-proteins cofilin and
synaptepodin; a-tubulin and microtubules-associated proteins MAP2A
and Tau, and astrocyte secreted protein thrombospondin-1 (TSP-1) in
prefrontal cortex, hippocampus and cerebellum of an autistic animal
model corresponding to the C58/J mice strain.

lll. Methodology e

IV. Results

Role of and astrocyte proteins in nourite
and synapse stabilization E

SR

Our work showed imporiant changes in content of microlubule-associated
proteing MAPZ2A, 80 and 60 kDa Taufp-Tau isoform, actin-binding proteins
synaptopodin and phosphorylated cofilin, as well as differences in astrocyte
secreted protein TSP-1 content in a differential way in prefrontal cortex,
hippocampus and cerebellum of autistic animals (C58/J) compared to wild type
mice (C57 BL/G). These modifications in autistic mice brain structures could be
related to disturbances in neuronal cytoskeleton dynamics associated to ASD.
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En anos recientes se ha demostrado que la trans-
cripcidon de regiones centroméricas altamente
repetitivas es crucial para una correcta segre-
gacion cromosomica en diversas especies euca-
riontes. La alteracién de la transcripcion centro-
mérica causa diversos errores en la segregacién
cromosémica. Incluso, se ha demostrado que di-
cha alteracion ocurre frecuentemente en células
humanas cancerosas. Sin embargo, no esta claro
silos errores en la segregacion cromosdémica que
ocasiona son producto de la modificacion de la
abundancia de los RNAs producidos o de la des-
regulacion del proceso de transcripcion per se.
Objetivo: Determinar si la modificacién de la
abundancia del RNA centromérico del satélite
alfa (sat-a) afecta la progresion de la mitosis, en
células humanas, al causar anomalias en la acti-
vidad de cinasas mitoticas.

Resultados:

En la linea celular HCT116, existen multiples es-
pecies de RNA sat-a de entre 1y 9 kb, con una
vida media de 30 min. aprox que se transcriben
principalmente en sentido 5’-3

Las células HCT116 muestran un aumento en
sat-a en las fases G1y G2/M del ciclo celular.

Las células HCT116 mitdticas con niveles dismi-
nuidos de sat-a se quedan arrestadas en metafa-
se indefinidamente.

La sobre-expresion de una secuencia de 850 pb
de sat-a en la linea SW480 (donde normalmente
sat-a es indectectable por Northern blot) causa
un aumento significativo en la proporcién de cé-
lulas poliploides.

Determinamos, mediante espectrometria de
masas, las proteinas asociadas a sat-aen HCT116
y SW480. El analisis de ontologia mostré una so-
bre-representacion de proteinas que participan
en la mitosis en HCT116.

Conclusiones: La modificacién de la abundancia
de sat-a causa anomalias en la progresion de la
mitosis y éstas pueden ser producto de la alte-
racion en la funcion de proteinas que interaccio-
nan con sat-a. Falta confirmar las interacciones
de sat-a con cinasas mitéticas y ver si las anoma-
lias observadas en la mitosis se deben a altera-
ciones en la actividad de estas cinasas.
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Caracterizacion molecular y funcional del RNA no codificante centromérico del satélite alfa
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Alteraciones metabdlicas del tejido adiposo de ratdn por
exposicion a arsénico y su interaccion con dieta alta en

grasa
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El tejido adiposo (TA) es un érgano con fun-
cién metabolica y endocrina que se afecta
de forma caracteristica en la obesidad. La
dieta alta en grasa (DAG) tiene un papel
fundamental en el desarrollo de la obesi-
dad, sin embargo, en los ultimos anos se
han investigado a los contaminantes am-
bientales como disruptores endocrinos que
predisponen a la ganancia de peso. El arsé-
nico (As) es un metaloide que ha sido ca-
talogado como diabetdgeno, no obstante,
se desconoce su papel en la etiopatogenia
de la obesidad. Teorias recientes proponen
que el estado nutricio de los individuos ac-
tua como modulador de los efectos de los
contaminantes ambientales. Es por esto,
que nuestro objetivo es determinar si la ex-
posicion a As a través del agua de bebida,
en conjunto con DAG exacerba el fenotipo
metabdlico e induce cambios en el funcio-
namiento del tejido adiposo.

El estudio se realiz6 en ratones macho de la
cepa C57BL/6 alimentados con dieta con-
trol o DAG durante 16 semanas.

A partir de la octava semana, la mitad de
cada grupo se expuso a 100 ug/L de As
en el agua de bebida. Los ratones alimen-
tados con DAG ganaron mas peso, por un
aumento particular de TA retroperitoneal y
subcutaneo. El grupo alimentado con DAG
mas As presentd hiperglucemia acompa-
nada de una marcada hiperinsulinemia en
ayuno, sugiriendo resistencia a la insulina,
a comparacién del grupo con DAG que sélo
presenté un menor grado de hiperinsuli-
nemia. La concentracién de adipocinas en
suero se vio alterada de forma significati-
va solamente por el consumo de DAG, sin
efecto adicional por el As, con incremento
de la leptina y disminucién de la adiponec-
tina con respecto a la dieta control. En rela-
cién a la funcién lipolitica, el As disminuyd
la concentracion en suero de acidos grasos
libres en ayuno, siendo aiin mayor en com-
binacion con una DAG.

Los cambios metabdlicos relacionados al
metabolismo de la glucosa y la lipdlisis in-
ducidos por As se exacerban en presencia
de una DAG.
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INTRODUCCION

El tejido adiposo (TA) es un organo con funcién metabdlica y
endocrina que se afecta de forma caracteristica en la obesidad®.
Esto genera cambios metabdlicos asociados a la resistencia a la
insulina, como alteracion en la lipdlisis® y en la secrecion de
adipocinas, principalmente adiponectina y leptina®.

Se sabe que la dieta alta en grasa (DAG) tiene un papel fundamental en el
desarrollo de obesidad, sin embargo, en los Gltimos afios, se han investigado a los
contaminantes ambientales como disruptores endocrinos que pueden predisponer
a la ganancia de peso y resistencia a la insulina®.

El arsénico (As), es un metaloide, que ha sido catalogado como un diabetégeno. La
principal fuente de exposicién es a través del agua de bebida, en donde se estima
que mas de 140 millones de personas en 70 paises, incluyendo México, se
encuentran expuestas, por arriba de la norma internacional (>10pg/L)°.

Teorias recientes proponen que el estado nutricio de los individuos actia como
modulador de los efectos de los contaminantes ambientales, ya sea como
protector o potenciador®. Sin embargo, atin o existe evidencia suficiente de que el
arsénico altere el metabolismo del TA y actie como un obeségeno.

<l RESULTADOS
all

1. La dieta alta en grasa genera una mayor ganancia de peso por TA
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Determinar el efecto del As, en conjunto con dieta
alta en grasa sobre el fenotipo metabélico asociado
a la obesidad y la funcionalidad del tejido adiposo.
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4, La dieta alta en grasa altera la concentracion de adipocinas en suero
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* Los cambios metabdlicos relacionados al metabolismo de la glucosa y la funcidn lipolitica del tejido adiposo
inducidos por As se exacerban en presencia de una DAG.

* Los efectos del As pueden ser modulados por la cantidad de grasa en |a dieta que se consume.
*+ Los cambios metabdlicos y de funcionalidad del tejido adiposo inducidos por As fueron independientes de la cantidad de tejido adiposo generado.
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El glutation (GSH) es un péptido forma-
do por los aminoacidos (aac): L-glutama-
to-L-cisteina-L-glicina, es considerado el
antioxidante intracelular mdas abundante
y participa en el metabolismo de xeno-
bidticos. La cisteina es el aac limitante
para su sintesis. Existen diferentes siste-
mas transportadores para hacer frente a
la demanda intracelular de cisteina sien-
do Xc- el mas abundante, importa cistei-
na y exporta glutamato en una relaciéon
1:1. En el sistema nervioso central (SNC),
Xc- se expresa en astrocitos y neuronas en
donde, tenemos evidencia, puede modu-
lar los niveles de glutamato extracelular.
La Sulfasalazina (SAS) es un farmaco an-
tiinflamatorio puede inhibir la motilidad
leucocitaria, NFk-B y XCT -la unidad cata-
litica de Xc-. En este trabajo estudiamos el
efecto de la SAS sobre los niveles de GSH
en diferentes tejidos de ratén (higado, ri-
Aon, y cerebro). Los animales fueron tra-
tados via intraperitoneal con SAS, aceta-
minofén (AAP; un farmaco que consume
GSH), SAS + AAP, y un grupo control que
recibié el vehiculo.

Los ratones se sacrificaron 3 horas pos-
teriores a la administracién de los farma-
cos. El tratamiento con SAS no modificé
los niveles de GSH en higado y rifidn, sin
embargo, si hubo una disminucién en los
niveles de GSH en el higado, mientras que
rindn se observé un ligero aumento. En
el cerebro el hipocampo y estriado mos-
traron una disminucion en los niveles de
GSH cuando los animales recibieron SAS
y SAS+AAP, mientras que el cerebelo y la
corteza no mostraron diferencias signifi-
cativas. Estos resultados sugieren que la
SAS no afecta de manera aguda, los nive-
les de GSH en higado y rindn. Sin embar-
go, esta reportado que de manera créni-
ca, este farmaco causa hepatotoxicidad y
fallas renales. Las diferencias observadas
entre las regiones de cerebro sugieren
una expresion diferencial de Xc- que po-
drian ser enfatizados con estudios a mas
largo plazo.

Garza-Lombo Carla

Introduccién

El glutation (GSH) es un péptido formado por los aminodcidos (aac): L-glutamato-L-cisteina-L-
glicina, es considerado el antioxidante intracelular mas abundante y participa en el metabolismo
de xenobidticos. La cisteina es el aac limitante para su sintesis. Existen diferentes sistemas
transportadores para hacer frente a la demanda intracelular de cisteina siendo Xc- el mas
abundante, importa cisteina y exporta glutamato en una relacion 1:1. En el sistema nervioso
central (SNC), Xc- se expresa en astrocitos y neuronas en donde, tenemos evidencia, puede
modular los niveles de glutamato extracelular.

' Efecto de la Sulfasalazina en los niveles de Glutation
en diferentes tejidos de raton

Castillo-Pérez Erik Javier, Gonsebatt-Bonaparte Maria Eugenia, Petrosyan Pavel,
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Resultados & discusion

La sulfasalazina (SAS) es un farmaco desarrollado en los afios 30' como un antiinfi. io.
Desde entonces es utilizada para enfermedades inflamatorias intestinales tales como
Enfermedad de Crohn, algunos tipos de artritis tales como artritis reumatoide y enfermedades
autoinmunes. SAS es metabolizada por bacterias azorreductasas intestinales teniendo como
productos el dcido S-aminesalicilico y la sulfapiridina, sin embargo no se metaboliza en su
totalidad y apre lamente un 20% de 5AS es absorbida sin biotransformarse. Los efectos de
la SAS son varios, pero entre los mds importantes se encuentran inhibicion del sistema Xc-. El
uso crénico de SAS se asocia con inmunodepresion y deterioro en la funcidn renal y hepitica.

El acetaminofén (AAP) © mejor conocido como paracetamol, es uno de los farmacos mas
comunes usados en México, EU. El AAP es usualmente conjugado con glucorénidos, y sulfatos
en el higado, los que son posteriormente excretados. Sin embargo, en concentraciones altas,

parte del AAP es metabolizado por el Citocromo P450, CYP2E1 produciendo N-Acetil-p-|

Benzoguinonimina (NAPQI), el cual se conjuga con GSH, teniendo como consecuencia el rapido
agotamiento del GSH celular.

Objetivo

Estudiar el efecto de [a 5AS sobre los niveles de GSH en diferentes tejidos de ratdn (higado,

rifign, y cerebro).

Método
Cor‘wtrol SILS ALP S/LP

ﬁalbc N=5 o Balb ¢ N=5_=y Balb ¢ N=5 Qalb cN=5
Vehiculo SAS AAP AAP 200
P, 200 mg*ke 200mg*kg | | M8'8!P
LP P SAS 200
—- / : mg*kg I.P.
3 Hrs.
Sacrificio
e N
, .-ifgaﬁo-_- [ Rif'rfil'-l. | | Lorr;:fa ] I.Hino:c-ampu-. i_C;;eEE | -[-:I-’__;_Ll_ia_do 1

| Medicion niveles de GSH Método de OPA |
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En higado se observé una disminucion significativa solo en el tratamiento con acetaminofén,
probablemente debido al consumo de GSH del metabolito generado por CYP2EL. Sin embargo
el tr i 1 con sulfasalazina no mostrd disminuir el GSH celular, esto se puede deber a que
len higado xCT no esta expresado de manera basal, y el higado depende de otras vias para
obtener Cisteina. El rifion mostro un aumento con AAP y esto puede ser por una reaccion
| antioxidante de sintesis de GSH o de reduccidn de GS5G intracelular.
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La SAS moduld negativamente los niveles de GSH en estriado e hipocampo, lo cual soporta
nuestros hallazgos que asocian la expresion de xCT con la importacion de cisteina para la sintesis
de G5H.
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En este caso no se vio una diferencia significativa en ninguna de las dos regiones, sin
embargo autores han mostrado que a partir de las 2 horas posterior a tratamientos con SAS
se comienza a montar una respuesta para reestablecer los niveles de GSH, por lo cual no
sabemos si realmente no tuvo un efecto en estas regiones o la capacidad de respuesta de
estas regiones es mayor y por eso ya vemos los niveles normales,

Conclusiones
La SAS tiene un efecto muy variado incluso hasta en la regiones de un mismo drgano tal
como el cerebro,

Los datos sugieren al hipocampo y al estriado, como regiones dependientes de xCT para la
constante sintesis de GSH, y que la inhibicién de este puede llevar a estrés oxidante.

La corteza y el cerebelo parecen no sufrir un cambio abrupto en sus niveles de GSH, lo cual
sugiere que no son tan dependientes de xCT, o que inducen vias o transportadores que

ayuden con la demanda de cisteina

El AAP no moduld los niveles de GSH en ninguna de las regiones de cerebro exploradas.
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Aunado a dietas altas en grasas, contami-
nantes ambientales como el arsénico (As),
influyen en el desarrollo de diabetes y proba-
blemente en obesidad. La exposicion a altas
concentraciones de As a través del agua de
bebida se ha reportado en varios paises in-
cluyendo México. Las principales funciones
del tejido adiposo son el almacenamiento de
energia como triglicéridos (lipogénesis) y su
liberacidn (lipdlisis), ademas de la secrecion
de adipocinas como adiponectina y leptina
a favor de la homeostasis energética del or-
ganismo. Sin embargo, durante el proceso
patoldgico de la obesidad estas funciones se
alteran. Por lo que en el presente proyecto se
desea conocer el efecto del As (1 uM) solo y
en combinacion con el acido palmitico (Pal;
200 uM), sobre dichos procesos en adipoci-
tos 3T3-L1, tratados a lo largo de su diferen-
ciacion celular; ya sea por 11 dias desde el
inicio de la diferenciaciéon o por 72 h en adi-
pocitos maduros.

La acumulacion de grasa, disminuy6 con el
tratamiento de As en adipocitos expuestos
desde el incio de su diferenciacién, al igual
que la expresion de PPARX Por el contrario,
en adipocitos maduros el acimulo de grasa
aumentoé cuando la exposicion se combind
con palmitico.

La lipolisis basal increment6 con As en am-
bos esquemas de exposicion y su efecto se
potencié en presencia de palmitico. La lipo-
lisis estimulada (inducida con Isoproterenol,
agonista B-adrenérgico, o Forskolina, acti-
vador de la adenilato ciclasa) disminuy6 en
adipocitos maduros tratados con As respec-
to a la condicién control, junto con una dis-
minucion en la expresidon de la lipasa HSL y
FABP4. En relacién a la funcién endocrina, la
secrecion de adiponectina y leptina disminu-
y6 con el tratamiento de arsénico en ambos
esquemas de exposicion, debido a una dis-
minucion en la expresién génica de dichas
adipocinas.

El As participa sobre la regulacién metabdli-
ca entre la relacién de lipogénesis y lipdlisis,
asi como sobre la funcién endocrina del adi-
pocito y su efecto se modula por Pal.

ALTERACIONES EN LAS FUNCIONES

LIPOLTTICAS Y ENDOCRINAS DEL ADIPOCITO POR ARSENICO Y ACIDO PALMITICO

Ceja Galicia Zeltzin Alejandra'?, Lopez Daniel Alberto??, Chiu Velazquez Luz Maria® y Diaz-Villasefior Andrea®
Posgrado en Ciencias de Ia Produccion y Salud Animal, UNAM (1), Pesgrado en Ciencias Biolégicas, UNAM (2) y Depto. Medicina Genamica y Toxicologia Ambiental, Instituto de Investigaciones
Biomedicas, UNAM (3)
Contacto: diaz villasenor@ibiomedicas.unam. mx

~ INTRODUCCION METODOLOGIA

Aunado a dielas altas en acidos grasos saturados como el acido
palmitico!, contaminantes ambientales como el arsénico, influyen
en el desarrollo de diabetes mellitus tipo 2 y probablemente en la
obesidad?. Se ha reporlado que la exposicion a allas
concentraciones de este metaloide son a través del agua de bebida
en varios paises alrededor del mundo, incluyendo México®, El tejido TRATAMIENTO
adiposo es el principal organo afectado en la obesidad alterandose
sus principales funciones como son el almacenamiento de energia
en forma de triglicéridos (lipogénesis) y su liberacidn (lipdlisis)®.

Adipocitos 3T3-L1

[ Llipogénesis: Acimule de |
grasa por tincién de Rojo-0-
Oleaso

Fa Mjﬁfﬁﬂw 2Lipélisis:  Liberacion  de
Arseniza |1 M) yio | Palmitico {200 yM) Gliceral por ensayo
Feimilco (200 ) — 1 enzimatico-colorimétrico

1 3.Lipdlisis  estimulada: con
Isoprateremnol (1 MM
Maduracién Adipocilo Madur

Otra alteracion de las funciones del tejido adiposo es la secrecion

agonista de los receptores fi-

adrenérgicos y con Forskolina
de adipocinas como la leptina v la adiponectina, que participan en .-._ P i S e S e e ) (5 uM); activadar de la

la homeostasis energética modulando el consume y la sensibilidad A |
a la insulina respectivamente®, l

4 5 6§ 7 [ I adenilato ciclasa
] a i6n de Adip

OBIJETIVO |

Conocer el efecto del asenito de sodio solo y en combinacion

con palmitato de sodio, sobre los procesos de lipogénesis, CONDICIONES
lipolisis, y secrecion de adipocinas en cultivos celulares de

adipocitos expuestos a lo largo de la diferencidn celular.

I I ELISA
PUEM sy on 5.Estadistica: ANOVA de una

. \ 1
! ??mf’m" Ll [T ghcost (25 i) ; : ;
:Bs.ﬂélr" 1 bt} . FBS (1% via con past hoc Fisher LSD o
= A}

+ Anlibidice {1%) { + Ansbideco (1%) | Tukc_;r. Datos presen.tados en
o X (05 i Media * SEM. Diferencias
+ Dewoereraiora (1 M| IVEN, Dt mu‘(.,u.”. estadisticamente

1 {18 bt significativas [ashimesd),

1B Feta Boive S

\, p<0.05. n= 3-6 por duplicado.

| RESULTADOS 1

Bl Diferenciacién
= Maduracién

-
Acimulo de Grasa (%)

c As Pal As+Pal
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£ 8 bonirbL 24 155 Eacrabin, Abundancia relativa de ARNm de Leptina

CONCLUSIONES

+ El acimulo de grasa disminuye en adipocitos tratados con As en ambos
esquemas de exposicion, mientras gue el tratamiento combinado en los
adipocitos maduros lo aumenta.

La lipolisis basal incrementa con As y el efecto se potencia en presencia
de Pal. La lipdlisis estimulada disminuye en adipocitos maduros tratados
con As.

El As disminuye la sintesis y secrecion de adiponectina y leptina vy el
fratamiento combinado con palmitico lo disminuye en menor grado.

* El As altera las funciones metabolicas del adipocito en funcion del
momento de exposicion, ademas de que este efecto es modulado por la
combinacion con Pal.
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La Neurocisticercosis (NCC) es causada por
la presencia en el sistema nervioso central
de la larva de Taenia solium. La NCC ex-
traparenquimatosa (ventriculos y espacio
subaracnoideo basal) es mas severa que la
NCC parenquimatosa en particular debido
al crecimiento de nuevos parasitos en cier-
tos pacientes a pesar del tratamiento espe-
cifico. En esta localizacion los parasitos son
“racemosos’, mas grande, compuestos por
un conglomerado de vesiculas de diferen-
tes tamanos, y sin scolex.

Observar cambios morfolégicos y metabé-
licos en cisticercos racemosos mantenidos
en cultivo.

Se obtuvieron cisticercos racemosos de
ventriculos laterales de una paciente con
diagnoéstico radiolégico definitivo de NCC.
Los parasitos recién extraidos fueron colo-
cados en solucién salina al 0.45% e cultiva-
dos en RPMI-1640 suplementado + liquido
cefalorraquideo a 37 grados con CO2 al 5%.
Se observaron con microscopio estereos-
copico durante 46 dias, realizandose docu-
mentacion fotografica.

Se midi6é en el medio de cultivo cada 4-5
dias el antigeno de secrecion HP10.

los parasitos en cultivo estaban claramente
vivos; crecieron, consumian el medio y se-
cretaban HP10. Los cambios morfolégicos
consistieron en el crecimiento y la apariciéon
de nuevas vesiculas a partir del tegumento.
A pesar de eso, no pudimos evidenciar la
separacién de las “hijas” de la vesicula “ma-
dre”. A los 27 dias, los parasitos empezaron
a degenerar; se observaron una caida en la
produccion de HP10, una disminuciéon en
el consumo de medio y cambios morfolo-
gicos.

Logramos mantener vivos en cultivo cisti-
cercos racemosos humano durante 27 dias.
Fue evidente su actividad metabdlica aso-
ciada con el desarrollo de vesiculas “hijas”.
Aunque no pudimos evidenciar la separa-
cion de ninguna, es posible que existe un
fendmeno de “gemacién” que participe en
la aparicion de nuevos parasitos en ciertos
pacientes.

EVOLUCION MORFOLOGGICA Y METABOLICA DE
CISTICERCOS RACEM0OS0S HUMANOS MANTENIDOS EN
CULTIVO

La Neurocisticercosis (NCC) es causada por la
presencia en el sistema nervioso central de la
fase larvaria del parasito Taenia solium. Las
manilestaciones clinicas son heterogéneas y
dependen principalmente de la localizacion
del quiste y de la respuesta inmune a este. La
NCC exraparenguimatosa (ventriculos y
espacio subaracnoideo basal) es mas severa
que la NCC parenguimatosa debido a la
dificultad de diagnostico, a la gravedad de la
sintomatologia y a la frecuente no-respuesta
de los parasitos al tratamiento.  En esta
localizacion los parasitos son frecuentemente
del tipo “"racemosos”, al contrario de los
parasitos parenguimatosos (tipo "cellulosae™).
Los parasitos racemosos son mas grande, son
formado por un conglomerado de vesiculas y
no tienen scolex evidente.? Resultan de la
degeneracion hidropica de los cisticercos
cellulosae y han sido mucho menos estudiados
que los cellulosae.

En ciertos paciemes infectados hemos
observado la aparicion de nuevos parasitos en
estas localizaciones, ocuriendo a veces a
pesar de la administracion del tratamiento
especifico, la pregunta siendo ¢Reinfeccion o
multiplicacidn parasitaria?

OBJETIVO

Observar  la oniuc ion  morfologica
metabolica cisticercos !d(,c-mosos
mantenidos en CL,l|tl\.l’O

MATERIALES Y METODOS

obtuvieron cisticercos racemaosos
Iocallzaclos en los ventriculos laterales de una
paciente con diagndstico definitivo de NCC
Los parasitos recién extraidos fueron colocados
en solucion salina al 0.45% y cultivados en
RPMI-1640 suplementado + liquida
cefaloraguideo de pacientes control
(Diagndstico diferente a NCC) a 37°C con CO,
al 5%. S5e observaron con microscopio
estereoscopico durante 46 dias, realizandose
documentacion fotografica. Se hizo cambio
de medio cada 4-5 dias y se midio en él el
antigeno de secrecion HP10.

RESULTADOS &

Los parasitos en cultivo estaban claramente
vivos; crecieron vesiculas, consumian el medio 04
y secretaban HP10. Los cambios morfologicos
consistieran en el crecimiento y la aparicion de 2
nuevas vesiculas a partir del tegumento., As
pesar de eso, no pudimos evidenciar la”
separacion de las vesiculas “hijas” de laoz
vesicula "madre”. Se evidencio la presencia
de vesiculas rojas, en mayor numero en la raiz |
del tallo de las vesiculas hijas. A los 27 dias, los
parasitos empezaron a degenerar.  se

observaron una caida en la produccion de o ™ Rrerrem S
HP10, una disminucion en el consumo dePHee@T 100saIT 1seseT

medio y cambios morfolégicos.
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CONCLUSIONES

Logramos mantener vivos en cultivo cisticercos
racemosos humano durante 27  dias. Fue
evidente su actividad metabdlica asociada con
el desarrollo de vesiculas “hijas”. Aungue no
pudimos evidenciar la separacion de ninguna, es
posible que existe un fenomeno de "gemacion”
que participe en la apancion de nuevos parasitos
en cienos pacientes. Estudios complementarios
se realizaran para obtener una respuesta mas
definitiva.
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La ataxia-telangiectasia es una enferme-
dad hereditaria con un patrén de heren-
cia autosémica recesiva. Es causada por
una mutacién en el gen ATM. Cuando
existe un rompimiento de doble cadena
del DNA, la célula inicia una via de sena-
lizacién que activa a la proteina ATM, la
cual se asocia con el lugar de dano y da
lugar a la fosforilacion de varias proteinas
diana para detener el ciclo celular e iniciar
la reparacion. La heterocigocidad para el
gen ATM confiere al portador un mayor
riesgo al desarrollo de cancer, entre ellos
el cdncer de mama. La informacién en la
literatura sobre los efectos bioldgicos de-
bidos a dosis bajas de radiacién ionizante
no es concluyente, especialmente en lo
que respecta a personas portadoras de
mutaciones en genes de susceptibilidad
al cdncer como ATM y que podrian estar
siendo sometidas a procedimientos ra-
diologicos de rutina.

Mencién Honorffica Y

Categoria Licenciatura

El objetivo de este estudio fue evaluar la
induccién de la proteina y-H2AX como
marcador de radiosensibilidad, por dosis
bajas de radiacion ionizante. Dos lineas
celulares de linfoblastos transformados
con estatus génico ATM+/+y ATM+/- (he-
terocigoto) fueron expuestas a radiacion
beta y X de baja energia en dosis uUnicas
(20, 40 y 80 m@Gy). La presencia rompi-
mientos de doble cadena se evalué al de-
tectar los focos de la proteina fosforilada
y-H2AX por medio de la técnica de inmu-
nofluorescencia.

Los resultados obtenidos muestran que
solo 80 mGy producen un aumento de fo-
cos y-H2AX en las dos lineas celulares. Sin
embargo, las células ATM+/- presentan un
mayor nimero de focos comparada con
lalinea ATM+/+. Queda por determinar si
la cinética de reparacion de focos induci-
dos por 80 mGy es menor en la linea he-
terocigota.

INTRODUCCION

Los efectos biologicos a
dosis bajas de radiacion

ionizante no son
concluyentes 15
especialmente en

personas portadoras de
mutaciones en genes de
susceptibilidad al cancer,
como ATM y que podrian
estar expuestas a
procedimientos

radiolégicos de rutina. Bttt Ashntin
Los rompimientos de doble cadena en el DNA inician una via de
sefializacién que activa a ATM, la cual se asocia con el lugar del
dafio y la fosforilacion de varias proteinas diana para detener el
ciclo celular e iniciar la reparacion del dano. La seiial para
reclutar dicha maquinaria es la fosforilacién de la histona H2AX
(gamma-H2AX y ha sido usada como una herramienta para
detectar el dafio.

OBIJETIVO
Evaluar la fosforilacion de H2AX inducida por
dosis bajas de radiacidon ionizante en células
con diferentes status génicos en ATM.

METODOLOGIA

Cultivo celular ATM+/-y
ATM +/+
Radiacién beta y X con dosis
Ensayo Unicas de 20, 40 y 80 mGy Prueba de

Microntcleos

Adherir a un Ac Primario (anti-

cubreobjetos con —— y-H2AX) por 30 —{ Lavado ]

Poli-L-Lisina mir_\‘ NB72 6
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EVALUACION DE vH2AX EN CELULAS DEFICIENTES Ll@
EN EL GEN ATM EXPUESTAS A DOSIS BAJAS DE @
RADIACION IONIZANTE

RESULTADOS

| gasa | z2omey | aomoy | 80mGy | Bleomicina |
Fig. 2. Micrografias de células ATM+/+ y ATM+/- en diferentes dosis de radiacion beta. Se observan los foci de y-H2AX (verde]
¥ las células marcadas con Yoduro de Progidio (rojo}

ATM +/+

ATM +/-

20 . 1 . .
be ' : ibi

Basal 20 mGy 40mGy B0 mGy Bine

Grifica 1. Comparacidn del ndmero de focos de y-H2AX por célula de la linea ATM#/+ contra ATM#/-
Los datos fueron ajustados al basal de cada linea.

/ CONCLUSIONES \

Los resultados muestran que solo 80 mGy producen un aumento
de focos y-H2AX en las dos lineas celulares. Sin embargo, las
células ATM+/- presentaron un mayor un numero de focos
comparada con la linea ATM+/+. Se observé en ambas lineas un
efecto hormético. Se puede concluir que la heterocigocidad en

Observar en Dif : Anticuerpo
Pefengalen Secundario (Alexa

Microscopiode [~  Yoduro de Fluor 488) por 30 min
Florescencia Propidio a3j7ec

ATM confiere una susceptibilidad al dafio por dicha dosis de
adiacion ionizante.
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Introduccion.

El cancer de mama y la obesidad son serios
problemas de salud en nuestro pais creando
una condicion de comorbilidad. La obesidad
morbida es un factor de riesgo para el desa-
rrollo de cancer de mama. Proponemos que
el cdncer de mama que se genera en obesi-
dad es una enfermedad diferente a la que
se genera sin obesidad, considerando dife-
rencias en el metabolismo de carbohidratos
y lipidos, niveles hormonales y presencia de
citocinas pro-inflamatorias y adipo-citocinas.
Nos hemos propuesto crear un repositorio
de cultivos primarios derivados de pacientes
con y sin obesidad que permitan realizar es-
tudios comparados de fisiologia celular y tu-
morigénesis experimental.

Hipétesis.

Cultivos primarios de cancer de mama deri-
vados pacientes con obesidad presentaran
menores taza de crecimiento in vitro y una
menor tumorigenicidad en modelos experi-
mentales al compararse con cultivos prima-
rios de cancer de mama de mujeres sin obe-
sidad.

Métodos.

Es un estudio experimental para establecer
cultivos primarios de cancer de mama por
crecimiento de explantes tisulares en cajas
de cultivo celular con medio RPMI-1640 su-
plementado con 10% de suero fetal bovino.
La proliferacién y sensibilidad a la Doxoru-
bicina se evaluaron con el ensayo de cristal
violeta. La tumorigenicidad se evalué inyec-
tando células tumorales en forma sub-dér-
mica en la region sub-escapular. Se evalud el
crecimiento tumoral y al alcanzar 20 mm3 los
tumores se extrajeron y se fijaron para estu-
dios histologicos.

Resultados.

Se establecieron 2 cultivos primarios de can-
cer de mama, uno derivado de una mujer con
obesidad y otra de una mujer sin obesidad.
Los cultivos primarios derivados de la mujer
con obesidad crecieron mas lento y al inyec-
tarse en ratones atimicos Nu/Nu se requirid
de 5 veces mas células para generar un tu-
mor que con lineas tumorigénicas. Estas di-
ferencias podrian resultar de la falta del mi-
cro-amiente de la condicion de obesidad.

Establecimiento de cultivos primarios de células tumorales humanas derivadas
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Introduccién Resultados
Iniciamos la creacion de un 'enos'(orlo de tejidos primarios de cincer de mama generado en un ambiente de obesidad. Existen 18 explantes de i r de pacientes con cincer de mama, las cuales provienen de 6 pacientes
Se conace que la obesidad ex un lacter predispanente para la generacidn de varios tipos de cincer y constituye un lactor de riesgo contred y 4 pacientes con IM{ > 30kg/m’. Dado que para algunas pacientes se realuamn resecciones en mis de wn sitio anatémico, para algunas
importante que influye en el |nnr.md stico y el tratamiento de la neoplasia, Por lo tan o, se busca establecer un banca de cultivos pacientes se contaba con hasta 3 explantes, tejido i L Se log i de células epitelinbes, no relacionadas a
primarios cancer de mama con dichas i que podrin ¥ 5 futuro i chancer de mama de explantes de tejido no alectade. Dado a que estas células no capacidad de i infinita, como seria el
individualizada. caso de las células neoplisicas, se congelaron para detener su proliferacion finita. Solamente existen dos explantes da los cuales contames can un
S «cultivo primario exitoso,
Objetivo general

sEstablecer un banco de cultivos primarios de cédulas derivadas de binpnias de cincer de mama en mqjeres con indices de masa
carporal mayer a 30 kg/m?.

e han inacularon 11 ratones atimicos con el primer cultivo primario establecido de cincer de mama proveniente de nuestros

explantes. En el primer ensayo, of cusl involucrd 1 ratén, Gricamente se evald tumorigénesis, |a cual resultd positiva con I aparicidn de 1 tumer
0.3 x 0.7 cms dos semanas i asul in. En el segund: w0 5¢ Inicid con curvas de crecimiento, inoculando 5 ratones con dife-
rentes cantidades de células para monitorizar tiempo de crecimiento tumoral (0,65, 1.25, 2.5, 5y 10 millones de células por ratdn). Al concluir fa
Incculacidn, se inyectaron a 2 ratones atimicos con células del cultive primario sin obesidad (D3G-8C2).

Objetivos especificos
izar la ia de cultivo v tif idn celdular pi Hulas tumorales de cincer de mama extraidas de muestras de
tejido fresco.
=Estandarizar los ensayos que permitan identificar en taza di i, maotilidad, i (il v
tumorigénica en las lineas cehulares establecidas asi como sus i lares.
Material y métodos
¥ Estratificacidn prondstica

Demarcacidn diagndstica “Edad: 37 - 73 (55 promedia)

*Mujeres programadas para reseccion de *Estatus IMC: .

rnasa tumeoral mamaria en el Centro Médico * |32) Experimental > 30 kg/m

ABC = {6) Control < 25 kg/fm?

“Portadasas de cancer de mama «Clinica: .

documentado por estudio de patologia en * Cancer de mama es tudlado par patologia

cualquier estadio * Ductal infiltrante

*Consentimients informada *Maorfoldgica:

“IMC > 30 kg/m? y control con < 25 kg/m? He!bm ]

=5in tratamiento previo de cualquier indole * Biopsia previa

con respecto a neoplasia en mama *Comorbilida d
i reacider cla de I srfermedid + ERGE, hernia hiatal, hipotiroidisma, DM2, HAS, resistencia
Mo exi ia de pr a alainsubina
enelseno o i senta previo:
* Ot = pxcluyente
*Socioecondmicos, culturales y hibitos: Centro Midico ABC

st'hvm
.'.’.’.'.‘.....‘“

Paciente Cultiva IMC Tipo de cincer
MUESTRAS PILOTO INCMNSZ 1a4
1 5 59 ns Ductal infiltrante
2 By7 52 22 Ductal in situ
3 By3 L] 356 Ductal infiltrante
L] 10y11 a7 76 Ductal infiltrante
5 12y13 55 5 Ductal infiltrante
B 14 (] 312 Ductal infitrante
7 15 50 -] Ductal infiltrante
B 16 a1 1 Ductal infitrante
9 17 50 7 Ductal infiltrante
10 18 mn 36 Ductal infitrante
Cultho Receptares Comarbilidades Otres
las
5 RE, AP +, Her2 -

6Y7  RE-,RP+, Her2-
ays RE, RP +, Her2 - DM2, hipotiroidisma, ERGE, hernia hiatal Metastisico a gangios

0y 11 RE, fiP o
12y13  RERP-, Her2 +
14
is
16 RE4,RP- Her2+ ERGE
7 RE, RP +, Her2 - | HAS, Hipotircidisma, resistencia a la insulina
18
Creacidn de cultive primario

Samana 2.3
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Se realizaron ensayos de nmlr{eﬁclaﬂ cltotm: dad con doxorubicin y paclitaxel para cada una de las lineds establecidas. Los ensayos de citoto-
wicidad las i el fdrmaco ICS0 DSG — BC1: Denorubicina (0.03 pg/ml) y IC50 DSG -8C2: Doxorubicin &
004 g/,

DSG-BC2 pso.scl

w— [
: ) \\
£ 104 \
3 e
e {
# 204
ot
10
v
War
Se requirieron de 10 millones de células para Inducir crecimiento tumoral, 5 veces mas que para lineas alt i
En el departamento de Patologia del Centro Médico ABC se estudiaran a los tumores de ratones atimicos inoculados con las células de cincer de
mama y e compard con el tumor inicial de la paciente, Se tomaron fotos de los tumores en ratones para poder determinar la morfologia células de
los cultivos celulares in vivo
G L 7

Inasan mustular y vascular

Corlcluslones

It primarics i sugieren que los tumaores derwaﬂnsde cancer de mama de pmnles ohesss tigne moomporlam iento
distinto al de pacientes sin cbesidad, a fas en el coma insulina y
Elucagen asi como la presencia de una ambiente d io de baja i E parecen conducir a un

comportamiento mds agresive y resistencla a tratamiento. 51 bien al momento solo se cuenta con 2 cultivos primarios, estos representan
eada una de las variables de interds: DSG-BC1 s de origen Lu) l m imal n &n una paciente con IMC>30 kg/m? y DSG-BL2 es de origen triple

negativo én una pacients con IMC <23 kg/m®. £l do para poder los distintos sublipos de cincer de mama
en pacientes obesas y poder probar quimioterapéuticos en les mismos para contar con un tratamiento mis individualizado para la paciente
con obesidad y cncer de mama en México.
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La metilacién del DNA es un proceso epi-
genético esencial en la compactacién de la
cromatina, mantenimiento dela estabilidad
genomica, impronta génica y desarrollo en
mamiferos. La metilacién del DNA es lleva-
da acabo por las enzimas DNA metiltransfe-
rasas que son DNMTT1, 3A'y 3B. La mutacion
en el dominio catalitico de DNMT3B genera
aneuploidia de los cromosomas 1y 16 en
pacientes con ICF. Otro mecanismo por el
que DNMT3B podria llevar a la generacién
de aneuploidias es por medio del aumen-
to de isoformas producto del corte y em-
palme alternativo de exones. La isoforma
DNMT3B3[35 pierde los exones 21y 22 que
codifican la region del sitio catalitico y el
exon 5 cercano al dominio PWWP. Ademas,
se sabe que se sobreexpresa en los prime-
ros estadios del desarrollo embrionario y
en lineas celulares derivadas de carcinoma
de piel y testiculo. Sin embargo, no se sabe
cual es su participacion en la carcinogéne-
sis de ovario. El objetivo de este trabajo es
asociar la expresiéon de DNMT3B335 con la
frecuencia de aneuploidias y variables clini-
cas en cancer epitelial de ovario.

Primero, se llevé acabo la cuantificacién de
mRNA de la isoforma DNMT3B335 y DN-
MT3B por medio de qRT-PCR en tumores
de cancer epitelial de ovario y ovarios libres
de enfermedad. Posteriormente, se realiza-
ron los ensayos de inmunoprecipitacion de
la cromatina e inmunofluorescencia para
observar la presencia de DNMT3B en cen-
tromeros de lineas celulares de cancer epi-
telial de ovario. Se encontré6 que DNMT3B
y DNMT3B3[35 se sobreexpresan desde los
estadios tempranos de la enfermedad de
los subtipos seroso y mucinoso. De ma-
nera interesante, la cantidad de mRNA de
DNMT3B y DNMT3B3[35 se asocian con la
sobrevida libre de enfermedad en pacien-
tes con cancer epitelial de ovario. En con-
clusion, los mMRNA de DNMT3B y de la iso-
forma DNMT3B3[35 se sobreexpresan en
los estadios tempranos de la enfermedad
y posiblemente las isoformas de DNMT3B
pueden realizar una modulacién negativa
en la metilacion del DNA
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El papel de la isoforma DNMT3B3D5 en la generacion de
aneuploidias y su asociacion con el pronéstico clinico
de cancer epitelial de ovario

INTRODUCCION

La metilacién del DNA es un proceso epigenético esencial en la
compactacion de la cromatina, mantenimiento de la estabilidad
genomica, imprinting génico y desarrollo en mamiferos. La
metilacion del DNA es llevada acabo por las enzimas DNA
mefiltransferasas que son DNMT1, DNMT3A y DNMT3B. La
mutacion en el dominio catalitico de DNMT3B genera aneuploidia
de los cromosomas 1 y 16 en pacientes con sindrome de
inestabilidad centromerica y anormalidades faciales (ICF). Otro
mecanismo por el que DNMT3B podria llevar a la generacién de
aneuploidias es por medio del aumento de isoformas producto del
corte y empalme alternativo de exones. Se estima que se producen
40 isoformas distintas que modulan la actividad de DNMT3B. La
isoforma DNMT3B3D5 pierde los exones 21 y 22 que codifican la
region del sitio catalitico y el exén 5 cercano al dominio PWWP.
Ademas, se sabe que se sobreexpresa en los primeros estadios del
desarrollo embrionario y en lineas celulares derivadas de
carcinoma de piel y testiculo. Sin embargo, no se sabe cual es su
participacion en la carcinogénesis de ovario. El objetivo de este
trabajo es asociar la expresion de DNMT3B3D5 con la frecuencia
de aneuploidias y variables clinicas en cancer epitelial de ovario

HIPOTESIS

Si aumentan los niveles del mRNA de la isoforma DNMT3b3A5
entonces aumenta la frecuencia de ceélulas aneuploides en
carcinoma de ovario.

DISENO EXPERIMENTAL

Primero, se llevo acabo la cuantificacion de mRNA de la isoforma
DNMT3B3D5 y DNMT3B por medio de gRT-PCR en tumores de
cancer epitelial de ovario y ovarios libres de enfermedad.
Posteriormente, se realizaron los ensayos de inmunoprecipitacion
de la cromatina e inmunofluorescencia para observar la presencia
de DNMT3B en centrdmeros de lineas celulares de cancer epitelial
de ovario.

RESULTADOS

Se encontrd que DNMT3B y DNMT3B3D5 se sobreexpresan desde
los estadios tempranos de la enfermedad de los subtipos seroso y
mucinoso. De manera interesante, la cantidad de mRNA de
DNMT3E y DNMT3B3D5 se asocian con la sobrevida libre de
enfermedad en pacientes con cancer epitelial de ovario.

Estudio retrospectivo de 2005 a 2009 con muestras del
INCAN
Caracteristicas clinicas de las muestras de Carcinoma de

Caracteristica Cantidad | Porcentaje (%)
23
9
28

Estadio clinico

Histopatologia | Células claras
Mixto (Ser, Muc)

Alto
Moderado
Poco

si 14
no 18
si 8
no 24

Grado de
diferenciacion

2
2
2
3
27

Recurrencia

Muerte

a8 E&sojoo BB

= Sobre-expresion del mRNA de DNMT3B3A5 en 25% de los
tumores.

= Sobre-expresion del mRNA de DNMT3B en 40% de los tumores.

= Sobre-expresion de los mRNA DNMT3B3A5 y DNMT3B en 18%
de los tumores.
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Nivaies relativos de mANA
DRMTIBIAS GAPDH
Niveles relatives de mRNA
DNMTIB GAPDH

-5in Sobre-expresién
DNMTIB3AS ¥ DNMT38

-Sobre-axpresitn DNMT83A5 y
. DNMTIS

CONCLUSION

En conclusion, los mRNA de DNMT3B y de la isoforma DNMT3B3D5
se sobreexpresan en los estadios tempranos de la enfermedad y
posiblemente las isoformas de DNMT3B pueden realizar una
modulacién negativa en la metilacién del DNA. Hace falta realizar
ensayos en los que se compruebe la posible competencia de las
isoformas de DNMT3B por el DNA y se obtenga como resultado la
disminucion de la metilacion del DNA.
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ESTUDIO DE LA REGULACION POR EL IncRNA TERRA
EN LA RECUPERACION TELOMERICA
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La estabilidad telomérica puede ser regulada
por un RNA no codificante. TERRA es una mo-
lécula no-codificante que se transcribe de las
regiones subteloméricas y ayuda a mantener
la integridad del complejo telomérico. En un
proceso carcinogénico existe un proceso de
recuperacion que restablece al mismo y se
cree que TERRA participa activamente en
este proceso.

Evaluar el papel que el IncRNATERRA desem-
pena en la estabilizacién del teldbmero duran-
te el envejecimiento celular.

Metodologia.

Se trabajo con las lineas K562 y SC. Se se-
leccionaron regiones teloméricas a evaluar
buscando elementos de secuencias promo-
toras cerca del telémero: CTCF, Pol I, marcas
de histonas, sitios potenciales de inicio de
la transcripcién (TSS) etc. Se evalué la canti-
dad de transcritos generados a partir de los
loci seleccionados. Se extrajo cromatina para
evaluar marcas de cromatina en los mismos
loci.

Estos experimentos se realizaron en ambos
tipos celulares, a lo largo de varios eventos
de duplicacién, durante los cuales también
se extrajo RNA para evaluar la concentracién
total de TERRA a lo largo del envejecimiento
del cultivo. Se prepararon metafases en cada
evento de duplicacion para evaluar la longi-
tud telomérica de los brazos cromosémicos
en los mismo loci.

La concentracion total de TERRA varia entre
diferentes tipos celulares y también con el
envejecimiento del cultivo. Esto se acentua
mas en la linea celular Saos2, que no expresa
Telomerasa. La expresion de TERRA varia se-
gun el locus, lo cual permitié clasificar dichas
moléculas segun sus cambios de expresion,
ya sea que aumentara, disminuyera o perma-
neciera igual. Las marcas asociadas a repre-
siéon transcripcional (H3K9me3, H3K27me3,
H4K20me3) muestran un incremento en los
loci de las moléculas cuya expresion dismi-
nuyo6 o permanecié igual. Las marcas asocia-
das a activacién transcripcional (H3K4me3,
CTCF) aumentaron su expresion en los loci
de las moléculas cuya expresion aumento al
envejecer el cultivo.

ABSTRACT

La longitud telomérica estd regulada por marcas epigenéticas que
modulan, entre otras cosas, la expresion de la subunidad catalitica de
la telomerasa. Los telomeros y las regiones sub-teloméricas estin
enriquecidas en marcas asociadas a heterocromatina constitutiva,
Estas son esenciales para el mantenimiento de la integridad de los
telomeros y por ende para la estabilidad gendmica, pero existe otro
tipo de regulacion 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 anafisicos, fusion de cromatidas hermanas,
regiones multi-teloméricas, ete, Dicha inestabilidad conduce a
aberraciones cromosomicas que pueden establecer una clona celular
maligna. Pero para que esto se lleve a cabo debe haber un proceso de
recuperacion telomérica en el que el complejo ribonucleoprotéico
telomérico sea estabilizado de nuevo.

Por esta razdn resulta importante estudiar el papel que el IncRNA
TERRA desempeiia en la estabilizacion del telémero y cémo su mal
funcionamiento puede dar origen a un proceso carcinogénico.
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CONCLUSIONES

Se comprobd que el brazo corto del cromosoma 5 codifica para TE-

| RRA. Ademis se confirmd que en este brazo, la expresion de TERRA

esta regulada por una secuencia promotora y que el TSS predicho es

cambia acorde al proceso de duplicacién poblacional en los telomeros
analizados de ambas lineas celulares (2p, 5p, 11q, Xp). Esto puede es-

| tar relacionado con el acortamiento natural del telomero en células no
| neoplasicas, lo cual no sucede en células leucémicas. Al evaluar la lon-
| gitud telomérica por medio de Q-FISH se observd que, efectivamente
| los teldmeros no se acortan significativamente en las células leucémi-
| cas asi que el cambio observado en la expresion de TERRA se puede !
| deber a otros factores ajenos al acortamiento del telémero. Alin asi, de

| los brazos teloméricos analizados el dnico que no expresaba TERRA

| resultd ser 50% mas corto que los demds en la linea leucémica.

| funcional. La qPCR demostré que la expresion del IncRNA TERRA !
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En la actualidad se buscan nuevas estrate-
gias para definir la mejor terapia de pacien-
tes con cancer con tratamiento denso, en
desarrollo del cultivo tumoral en 3D parece
ofrecer ventajas en este sentido al imitar el
gradiente de nutrientes y de niveles de O2 in
vivo. Tiene claras carencias como la ausencia
de angiogénesis y un microambiente tumo-
ral completo. Con todo, parece reflejar mejor
la respuesta a agentes terapéuticos que cul-

Eldiametrosen mm, para 25,50, 100 mily 1 mi-
llbnalas 24 hyalos 6 dias fue de: 0.094:0.075,
0.140:0.162, 0.162:0.262, 1.543:1.647 respec-
tivamente para la linea MCF-7 y para la linea
BT-474 0.035:0.040, 0.092:0.069, 0.116:0.24,
1.7:1.86. El puntaje de la sumatoria de las tres
variables para 25,50, 100 mily 1 millén de cé-
lulas alos 6 dias en MCF-7 (4,5,7 y 8) y para
Bt-474(7,8,8y9).

Introduccién

Hoy en dia, es un tema central en la investigacion, mejorar los
abordajes clinicos a los pacientes de cancer con tratamiento
denso. Ellos tienen un esquema de un numero mayor de dosis al
estandar. En donde la respuesta tumoral es muy heterogenea. La
utilizacion de modelos biolégicos que puedan emular las
caracteristicas de los tumores solidos, para estudiar su respuesta
a los agentes terapéuticos es esencial. Los primeros
acercamientos al estudio de los tumores sélidos, como lo son los
cultivos en dos dimensiones (2D) contenian limitantes, lo que en
muchos casos llego a causar discrepancia con lo observado en el
laboratorio y en el intento de escalar esa respuesta en los
tratamientos de la clinica.

El primer investigador en utilizar el modelo de los esferoides
multicelulares fue RM Sutherland en 1984, este modelo, emula
caracteristicas observadas in vivo, como el gradiente de
nutrientes, O, y la arquitectura celular. Desde entonces esta
técnica a tenido variantes metodoldgicas, su estudio a mostrado
sus flaquezas, como la ausencia de la vascularizacion y un
microambiente tumoral completo. Con todo, aun parece reflejar
mejor la respuesta a agentes terapéuticos que los cultivos en 2D.
Y la resistencia a diferentes farmacos antineoplasicos de los
esferoides se asemeja a los del tumor sdlido.

La eficiencia en la obtencién de los esferoides es un factor
determinante, para ciertas pruebas o para su utilizacion. Es por
eso que constantemente se tratan de implementar mejoras
metodologicas, que ahorren tiempo y que requieran poca
infraestructura.

Objetivo: Generar esferoides de la linea celular MCF-7 y BT-474,
identificando condiciones optimas.
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Evaluamos el didmetro y tres variables mor-
foldgicas adicionales: bordes, homogenidad
y compactacion con un score de 0-3 c/u. La
sumatoria arroja la clasificacion, 9-7 es esfe-
roide o 6-3 es agregado celular o 2-0 no es-
feroide.

100 mil células de inicio y se generaron a los
6 dias. La densidad de 1 millén presenta fue
idonea para xenotransplante por su breve
tiempo de formacién (72h).
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Discusién: A través del tiempo se observé un aumento del
diametro para MCF-7 0.022:50 mil, 0.1:100mil, 0.104:1 millén y
para BT-474 0.005:25mil, 0.124:100mil, 0.16: 1 millon. Finalmente,
se observd una relacién directa entre diametro y densidad optica
(compactacion).

Conclusion: Los esferoides que presentaron mejores
caracteristicas morfologicas, requirieron de 100 mil celulas de
inicio y se generaron a los 6 dias. La densidad de 1 millon
presentada fue idonea para xenotransplante por su breve tiempo
de formacién (72h).




La leucemia mieloide crénica (LMC) es un
desorden mieloproliferativo originado en
una célula troncal (CD34+) con la transloca-
ciéon t(9;22) que involucra los genes BCR y
ABL. Esta alteracion es asociada con la fisio-
patologia de la enfermedad, sin embargo,
se desconoce su etiologia. Un mecanismo
relacionado con la incidencia de esta trans-
locacién, es la arquitectura nuclear definida
por Territorios Cromosomicos (TCs). Los TCs
son regiones que ocupan los cromosomas
en el nucleo interfasico, y la proximidad de
estos, se ha asociado con la frecuencia de
translocaciones. En el presente trabajo se
analizé la cercania de los TCs 9y 22 y de los
genes BCRy ABL en células CD34+ de médu-
la 6sea (MO) de pacientes LMC en respues-
ta completa (RC) y de donadores sanos (DS)
mediante microscopia de alta resolucién. Se
realizd 3D FISH en células CD34+ aisladas de
MO de 3 pacientes con LMCen RCy 3 DS. Las
imagenes se obtuvieron por microscopia de
iluminacion estructurada 3D (3D-SIM). Para
determinar las distancias, se tomé el centro
geométrico de cada TCy las sefiales de BCRy
ABL en 25 nucleos en cada caso.

Asi mismo, se determin¢ el volumen (vol) del
nucleoy delosTCs 9y 22. La media de los vo-
[imenes nucleares (um3) fue de 128.34+10.7
para LMC en RC y de 129.72+12.83 en DS
(p>0.05). Los vols de los TCs fueron norma-
lizados respecto al vol nuclear en cada caso.
De este modo, la media de vol (um3) del TC9
fuede 1.31+£0.36 y de 1.32+0.64, y los vols de
TC22 fueron de 0.74+0.28 y 0.97+0.47 para
poblacién LMC en RC y DS respectivamente
(p>0.05). Las distancias minimas (um) en-
tre los TCs 9 y 22 fueron de 2.04+0.22 y de
2.13£0.46 en LMCen RCy DS respectivamen-
te (p>0.05). Las distancias minimas (um) entre
los genes BCR-ABL fueron de 0.712+0.162 en
LMC en RCy de 0.960+0.317 en DS (p>0.05).
Hasta el momento no se ha observado dife-
rencia estadisticamente significativa entre
las poblaciones de estudio, sin embargo, se
aumentard el tamafno de muestra para deli-
near resultados concluyentes.

Caracterizacion de los Territorios Cromosémicos en

los que se encuentran los genes BCRy ABL Yy su
asociacion con la generacién de la t(9;22)
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La Disomia uniparental (DUP) es un tipo de
alteracion en donde los dos cromosomas ho-
mologos pertenecen al mismo progenitor.
Los mecanismos que pueden generarla son:
complementacion de gametos, rescate triso-
mico y monosémico y errores postfertiliza-
cion. La DUP puede causar alteraciones feno-
tipicas si involucra la expresién anormal de
genes improntados o la reduccién a homo-
cigosidad de regiones amplias del genoma
que impliquen genes mutados y cuya altera-
cion sea incompatible con la vida. Hay pocos
informes de DUP en pérdidas gestacionales
(PG) y solo se refieren a las del primer trimes-
tre, estimando que puede estar relacionada
hasta con un 3%. En segundo y tercer trimes-
tre, el porcentaje es desconocido.

Objetivo.

Estudiar la DUP en PG de cualquier edad ges-
tacional.

Las muestras de tejido de PG fueron proce-
sadas para cariotipo, si no habia éxito en el
crecimiento, se realizé FISH o MLPA para des-
cartar las aneuploidias mas frecuentes.

En los PG 46,XX se descarté la presencia de
tejido materno por analisis de secuencias
STR. Para detectar desbalances gendmicos
y DUP se realizaron microarreglos de SNP
(Cytoscan, Affymetrix) a los tejidos que no
presentaron aneuploidias. Las regiones im-
plicadas se analizaron diversas bases de da-
tos y posteriormente los resultados se corre-
lacionaron con el cromosoma implicado y la
edad gestacional.

300 muestras fueron procesadas, 50 fueron
candidatas para su analisis por microarre-
glos, de las cuales se han analizado 21 y 29
estan en proceso. Ninguna de las muestras
analizadas presentd DUP, es posible que se
presenten en edades gestacionales mayores.
Cinco presentaron desbalances gendémicos:
1) Delecién parcial del cromosoma 13, 2) De-
lecion parcial del cromosoma 10, 3) Doble
trisomia (cromosomas 4y 20), 4) Trisomia 16
y trisomia parcial del cromosoma 7y 5) Triso-
mia 18. El porcentaje de desbalances detec-
tados fue muy alto (24%).
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Introduccién

Los errores de no disyuncién en Meiosis pueden generar gametos disomicos o nulisémicos, y
estos al fertilizarse pueden generar disomia uniparental por medio del rescate monosémice,
rescate trisdmico, complementacion de gametos y errores postfertilizacion (figura 1).

O-D-O= O

Gameto Gamato Monosbrrice  Mangstmica —
Mateicn Unsparental
, O
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Figura 1. Formacidn de DUP.

La DUP puede causar alteraciones fenotipicas si involucra la expresién anormal de genes
improntados o reduccion a homocigosidad de regiones del genoma que contengan genes
mutados.

Existen pocas publicaciones que aborden la DUP en pérdidas gestacionales (PG), y estiman
que puede presentarse hasta un 3% en las pérdidas de primer trimestre. En segundo vy
tercer trimestre |a contribucién es desconocida.

Debido a lo anterior, nuestro objetive es estudiar la DUP en PG de los tres trimestres. La
DUP puede encontrarse subdiagnosticada dentro de las pérdidas catalogadas como causa
desconocida en etapas posteriores al primer trimestre, La DUP puede contribuir como una
causa si las regiones implicadas contienen genes cuya expresion sea necesaria para el
desarrollo embrionario v fetal.

Metodologia

Parte 1. Estudio citogenético

Seleccid
Tejida [
N Cariotipo

| « Bandas GTG |
L J

FISH Cromosomas,
13, 18, 21, X, ¥ * STRs

= Tejido materno va

|__tejido embrionaric

Carlotipe 46,XX ‘

MLPA SALSA P245

Resultados.
2, Muestras Hospital de la Mujer, Aguascalientes.
Del total de muestras recibidas se obtuvo lo siguiente.

En las muestras provenientes del Hospital de la
6,57 (3} Mujer, es notable la alta proporcién de muestras sin
. crecimiento, que puede deberse a las condiciones per
& A0 (1] se de la misma muestra, la cual la hace susceptible a
contaminacion microbiana y degradacion,
= =
WO (i) marcadores STR  para  poder

W ye (32) 3 B — discriminar entre tejido materno y
cu.lu_; m detectar algunas aneuploidias. De

B , estos pudimos realizar
w microareglos de 5 muestras.

En algunos casos pudimos hacer

3. Muestras del InPer.
H 42 muestras tolales

Las muestras recibidas del InPer fueron
procesadas por MLPA para la deteccion de

H 23 fntos sin H 16 fetos con
r 12 candicatas a '_ 16 Candidatcs
| 5 microameglos

realizados

4. Microarreglos realizados
A la fecha se han realizado 21 microarreglos, los resultados de los anormales se muestran
en |a tabla 4.

ar loidias de los cror 13, 18, 21,
X, ¥ y sindromes de microdelecion.

28 fueron candidatas para la realizacion de
los micrearreglos, los cuales estan en curso,
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Parte I Andlisis

Correlacin de DUP con:
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Mecanismo
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-Desbalances gendmicos |/

Resultados y Discusién
1. Muestras Hospital Angeles Interlomas.
Los resultados obtenidos de las muestras se mencionan en las tablas 1, 2, 3

Tabla 1. TOTAL DE ALTERACI ONES
CROMOSOMI CAS DETECTADAS

Tabla 3. Andlisis de STRs en los tejides con
cariotipo 46,XX

Tabla 2. Asdlisis de los
Tejides sin cracimiento
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POR CARIOTIPO | Abortos | Tipo de muesira procesada | Resultada del
Cariatipo No. porFISH ySTR | analizacos Vellosdades |, arigen del tefido
i3 estos Ovules,
45,05 - __Resass A STR Hai6 T“ﬂlﬂ‘:& Piacentarios | TaNZa%a par
T . [ | Tegido Fetal | ™ " | citogendtica
—asa ] X B Tejica
_Monosomia K | 9 [ [ 2 embranari o
risomia 13 4 | 2l
? 7 7 o 7 | Tejica Materna
3 Mezcla de tejido
1 1] 1 embrionario y
8 1 | tejido materno
— ‘f_ R ] 2| soia indwicuo
Triploidias 7 ) .
Tetraploldias 2 La proporcidn de las alteraciones cromosomicas en los tejidos
Dobles Aneuploidias 3 analizados es concordante con lo mencionado por Gardner y cols
Masaicos | 6 en 2004 para las PG de primer trimestre.
'"-e";:’::cmf:”“ ! ?11 El uso de otras metodologias nos permitié obtener resultados en
ToTAL 7 13 de los 22 tejidos sin crecimiento,

Liama la atencion el alto nimero de resultades con cariotipo 46,XX; en el andlisis de 16
muestras por STRs se corrobord que la mitad correspondia a tejido materno. Como se observa
en la tabla 3, el tipo de muestra procesada en la mayoria de los cases son ROP, esto quiere decir
que al momento de la seleccion de la muestra, fue imposible reconocer el tejido de origen
embrionario (vellosidades coriales, saco gestacional o embrién). Aunado a lo anterior la mayoria
de las pérdidas son abortos diferidos; cuando se obtiene la muestra el tejido embrionario ha
perdido viabilidad y las células maternas tienen mayor probabilidad de proliferacian.

Tabla 4. Resumen de los hallazgos detectados en el
analisis de los microarreglos realizados.
Caso Trimestre | Cariotipo R:’:: Desbalances Gendmicos
10911.21911.23(45641089-
FT.OO'?.!G ! 1 L 46, X% NO 52595897)x1
13921.31932.1(63901216-
CT.033.15 1 46, XX NO 96673460)x1
0y 4pl16.3g35(1-
CT.007.16 1 NG 190,957,473)=x3,20p13q13.33
(RS TRE) (1-62.915.555%3
Fp21.2p22.3(43376-
PCT ,209-2 1 =Y NO 14131658)x3,16p13g24.3(1-
90155062)x3
18p11.32q23(1-4p16.3q35(1-
995INPer 2 ®x NO 78,013, 728)x3

el

Figirras 3. Ejermpio de un microarregio con trisomias 18,

Figura 2, Efermplo de un microarmegho que muestra

una aparente Regrdn de Homocigosidad,
En resumen, ninguna de las muestras analizadas presentd DUP, es posible que se
presenten en edades gestacionales mayores. El porcentaje de desbalances detectados fue
muy alto (24%), cinco de 21 presentaron desbalances gendmicos: uno con una delecion
parcial del cromosoma 13, otro con una delecién parcial del cromosoma 10, una doble
aneuploldia (trisomia 4 y 20) y un tejido con trisomia 16 y trisomia parcial del cromosoma
7 ¥ un dltimo con trisomia 18,
Con las muestras obtenidas de las tres instituciones participantes, contamos con 21
microarreglos realizados y 29 por procesar lo que resulta en un total de 50. 31
corresponden a pérdidas de segundo y tercer trimestre, esto permitio enriquecer nuestro
estudio con pérdidas de esa edad gestacional para detectar UDP. En los tejidos en los que
se realizaron microarreglos, se detectaron  alteraciones cromosomicas, que nos
permitieron determinar la causa de la PG, aun cuando no se trate de DUP.

Fuente de iami Proy {ospital g Lomas 19772013,

Recursos Fiscales INP.
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Los Citocromos P450 son enzimas impor-
tantes para el metabolismo de moléculas
endobidticas y xenobidticas. Las isofor-
mas CYP1A1 y CYP1A2 catalizan la oxi-
genacién de hidrocarburos aromaticos
policiclicos, aminas aromaticas y aminas
heterociclicas, entre otros; con la finalidad
de convertir a los sustratos en moléculas
mas polares y facilitar la excrecién de las
mismas. La enzima CYP1A1 tiene una ex-
presidn baja en higados de humano, rata
y ratén adultos, encontrandose en ma-
yor proporcion en pulmones, placenta,
rinones y sangre periférica; mientras que
CYP1A2 tiene una expresion constitutiva
en higados de humano, rata y ratén adul-
tos, teniendo una expresiéon débil o nula
en otros tejidos. Esta isoforma tiene gran
importancia farmacoldgica, ya que se in-
volucra en el metabolismo del 4% de los
farmacos existentes en el mercado vy re-
presenta en 13% del contenido total de
CYP450 en higado. En rata, la localizacion
de los genes CYP1A1y CYP1A2 esta en el
cromosoma 8q24, situandose sus promo-
tores divergentes en una regién de 13,8
Kb de distancia.

Se ha demostrado que, en higado de rata,
los niveles de expresion de estas enzimas
y las marcas epigenéticas cambian a lo
largo de la edad, por lo que es importan-
te conocer si procesos como la metilacion
de DNA y la acetilacién de histonas son
factores importantes en la regulacion de
estas enzimas. Para averiguar esto, he-
mos tratado ratas, usado un inhibidor de
la DNMT1 (Hidralacina hidroclorido) y un
inhibidor de las desacetilasas de histonas
(Valproato de magnesio), con el objetivo
de observar si hay diferencias en los nive-
les de expresidn con este tratamiento. Pos-
teriormente, se ha evaluado la actividad
de estas enzimas, midiendo fluorescen-
cia, usando los sustratos 7-etoxirresoru-
fina para CYP1A1 y 7-metoxirresorufina
para CYP1A2. Los resultados muestran di-
ferencias en la actividad enzimatica entre
el control y los tratados. Actualmente es-
tamos evaluando a nivel transcripcional y
traduccional a estos genes.
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INTRODUCCION

Los citocromos P450 son enzimas, principalmente monooxigenasas,
encargadas del metabolismo de endobidticos y xenobidticos. Las
isoformas CYP1A1 y CYP1A2 metabolizan hidrocarburos aromaticos
policiclicos, aminas aromaticas y aminas heterociclicas, entre otros (2). La
isoforma CYP1A2 posee una gran importancia farmacolégica, puesto que
metaboliza el 4% de los farmacos del mercado, ademas de representar el
13% de los CYP450 totales en higado (2). Por ello, es importante conocer
como son los cambios en la expresion de los CYP450 y su regulacion
transcripcional a lo largo de la vida, para ofrecer un tratamiento
farmacoldgico adecuado al paciente. La enzima CYP1A1 tiene una
expresion baja en higados de humano, rata y ratdn adultos,
pncontrandose en mayor proporcion en pulmones, placenta, rifiones y

ngre periférica; mientras que CYP1A2 tiene una expresion constitutiva
;?1 higados de humano, rata y ratén adultos, teniendo una expresién débil
0 nula en otros tejidos (7). En el trabajo de Uk ef al. {3) se miden los
[niveles de las isoformas CYP450 en higados de ratas de 3, 12 (3 meses),
26 (6,5 meses) y 104 (26 meses) semanas de edad;, donde se observa
que CYP1A1 sdlo se detecta en ratas destetadas de 3 semanas, mientras
CYP1A2 presenta una expresibn maxima en ratas de 3 semanas y
disminuye conforme envejece el animal. Se sabe que las marcas
epigenéticas suelen cambiar con la edad del tejido, por lo tanto, pensamos
que podrian desempefiar un papel en la regulacién de los CYP1A.

HIPOTESIS

La metilacion de DNA y la acetilacion de histonas son mecanismos
epigenéticos que regulan expresion de CYP1A y cambian a lo largo de la
vida.

OBJETIVO

Determinar si la metilacion de DNA y la acetilacion de histonas en los
promotores de CYP1A afectan la expresion de estos, en higado de ratas
destetadas y adultas jévenes.

METODOS

v
| B-Naftoflavona Valproato de magnesio s
Inductor de CYP1A Inhibider de HDCAs

= o
sele e LI
0 = T e,
Hidralacina hidroclorido n_C/\‘l/l

Inhibidor de DNMT1

v

Se han realizado cuatro tratamientos con ratas de 4
semanas ¥ 7 meses de edad con:

1.  Vehiculos: Agua y aceite de maiz (grupo control).
2. B-Naftofiavona (80 mg/Kg).
3. Hidralacina hidroclorido (5 mg/Kg); Valproato de
Magnesio (16,4 mg para ratas destetadas y 103
mg para ratas adultas).
B-Naftoflavona (B0  mag/Kg),  Hidralacina
hidroclorido (5 mg/Kg), Valproato de Magnesio
(16,4 mg para ratas desletadas y 103 mg para

ratas adultas). }
e (WP

4.

Ensayos EROD para CYP1A1 y MROD para
CYP1AZ

{80 pg de microsomas para 0,25 ym de 7-
etoxirescrufina y 160 pg para 2.5 pm de 7-
metoxiresorufina).

RESULTADOS

Promedio de actividad especifica de CYP1A1

z
= en higados de ratas de 4 semanas y 7 meses.
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Fig. 1. El grafico muestra una comparacion entre los niveles de actividad
especifica, usande el sustrato 7-etowrresorufina, con distintos
tratamientos, usando ratas destetadas (gnis) y ratas adultas (naranja)
Entre los tratamientos B-Naftoflavona y B-Naftoflavona/Hidralacina
hidrocloride/Valproato de magnesio, de ratas de 7 meses, hay diferencias
significativas, usando ANOVA de una via (P<0,05)

Promedio de actividad enzimatica CYP1A2 en
higados de ratas de 4 semanas y 7 meses.
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Fig. 2. El grafico muestra una comparacicn entre los niveles de actividad
especifica, usando el sustrato 7-metoxiresorufina, con distintos
tratamientos, usando ratas destetadas (gris) y ratas adultas (borgofia).
Entre los tratamientos Bp-Maftoflavona/Hidralacina hidroclondo/Valproato
de magnesio, de ratas de 7 meses, hay diferencias significativas, usando
ANOVA de una via (P<0,05).

CONCLUSIONES

Los datos muestran diferencias en la actividad enzimatica de CYP1A1 y
CYP1AZ2, en ratas de 7 meses, entre el grupo tratado con el inductor B-
Naftoflavona y el grupo tratado con el inductor B-Naftoflavona, Hidralacina
hidroclorido y Valproato de magnesio.

REFERENCIAS

(1). Martignoni M, Groothuis G et de Kanter R. 2006. Species differences between
mouse, ral, dog, monkey and human CYP-mediated drug metabolism inhibition and
induction. Drug Metabolism Toxicology. 2(6): 875-894.

(2). Nebert D ef Russell D, 2002. Clinical importance of the cytochromes P450. Lancel.
360: 1155-1162.7.

(3). Uk K, Jin S, Min J, Wook K, Myung C, Yong G, Kim B et Kyum S. 2010. Age-related
changes in hepatic expression and activity of cytochrome P450 in male rats.
Toxicologenomics. 84: 939-946.



XX Congreso de Carteles

Fenotipos Linfocitarios Periféricos en
Pacientes Afectados por dos tipos de

Epilepsia

instinute Mackonal de PNSTITUTO DE INVESTIGACIONES

'Unidad periférica para el estudio de la neuroinflamacion. lIBM-
UNAM / FM-UNAM / INNN

2Clinica de epilepsia, INNN

3 Departamento de genética, INNN

Un fendmeno neuroinflamatorio es clara-
mente asociado a la mayoria de las enfer-
medades neuroldgicas, en particular la epi-
lepsia. La Epilepsia Mioclénica Juvenil (EMJ)

B o, . . entre pacientes afectados por EMJ, EE SEE EMJ Controles | P P P
y las encefalopatias epilépticas (EE) se pre- Las proporciones de CD4 y Treg (CD- y controles sanos | oNe20) | =2 | =z | Pe | P 2 | P
sentan desde edades tempranas. La primera 4FoxP3CD25) fueron significativamente dife- Edad (M £ SD) | 295+93 | 280+98 | 253+16 | 025 | 058 | 0054 ‘ 0.25
se caracteriza por la presencia de mioclonias rente entre los 3 grupos (P=0.04 y P=0.002, Materiales y Mctodos Sexo (FIM) 614 13112 o1 | 033 | 022 | 051 | 077
asociadas o no con crisis convulsivas genera- respectivamente), siendo la de CD4 mas alta 25 bacient EML 20 con EE v 20 CD8+ | 228+109 | 196297 | 252 +75 | 05 | 03 | 044 | 0.04
. . . . pacientes con , 20 con y iy
lizadas y ausencias, mientras que en pacien- en el grupo EE comparada con controles (P= controles sanos pareados en edad y e e R R R B
. - . i eexo fueran incluidos previa fima de CD8+CD38+ | 63+54 | 73%48 | 8870 |039| 051 | 022 | 041
tes afectados por EE existen crisis convulsivas 0.03) y EMJ (P=0.02), y la de Treg mas alta en consentimiento _informado.  Se CDa+ 321101 | 237128 | 250£101 | 0.04 | 002 | 003 070
parciales que pueden o no generalizarse, re- el grupo control comparada con los grupos fenclipficaron. . a3 :pobiaciones CD4+CD9+ | 5148 | 46+84 | 29+46 |008| 007 | 0.03 | 088
) . ; : . Intaciticas perifericas. por chometria, de CD4+CD38+ 6064 | 7364 | 5141 | 056 | 048 | 087 | 032

traso psicomotor y resistencia al tratamiento. EMJ (P= 0.004) y EE (P=0.001). Asi mismo el fljo, y evaluaron marcadores de it i : : : '

, . . . . ., activacion y los fenotipos reguladores. CD4+FoxP3+CD25+ | 0.7£11 0.6£09 0.9+0.72 |0.002| 0.18 | 0.001 | 0.004
El fendmeno inflamatorio no ha sido estudia- grupo control presento alta proporcion de La informacién clinica fue recabada por
do a profundidad en estas epilepsias. CD8 comparado con EMJ (P=0.04) y baja pro- g‘:gggi%?.ﬁmy dérlec;éﬁysmrexgsggi st?ci :ﬁi.‘cr:rﬂﬁzcmixr:::‘r; :3:“!: ?;:p:r‘-:-‘ :;sn::izgtis c:o:'t' rgg;wpsaar::;é;lpenta rl::a?;;rmse::r EIIED:
Objetivo. porcion de CD4CD69 comparado con el gru- permitio determinar diferencias en 1as | grupos EMJy controles sanos. ’

proporciones entre grupos.

Comparar el perfil linfocitario periférico en-
tre pacientes afectados por EMJ, EE y contro-
les sanos.

25 pacientes con EMJ confirmada, 20 con
EE y 20 controles sanos pareados en edad y
sexo fueron incluidos previa firma de con-
sentimiento informado. Se fenotipificaron
las poblaciones linfoideas periféricas por ci-
tometria de flujo, evaluando los marcadores
de activacion y los fenotipos reguladores.

La informacion clinica fue recabada por inte-
rrogatorio directo y revisidén del expediente
y el andlisis estadistico permitié determinar
diferencias en las proporciones entre grupos.

po EE (P=0.03).

Estos resultados nos orientan a una probable
desregulacion del estado inmune de los pa-
cientes afectados y podria guiarnos hacia un
tratamiento mas dirigido de los pacientes.

Gilberto Solorza, Andrea Toledo, Iris Martinez — Juarez, Laura Hemandez, Roberto Suastegui, Aurelio Jara, Agnes Fleury  yeurologia y Neurcinig
Linnudl Whilason Slidnes

Introduccion

El fenédmeno neuroinflamatorio esta

claramente asociado a la mayoria de
las enfermedades neurolégicas, en
particular la epilepsia. La Epilepsia
Mioclénica  Juvenil (EMJ) y las
encefalopatias epilépticas (EE) se
presentan desde edades tempranas. La
primera se caracteriza por mioclonias
asociadas o no con crisis convulsivas
generalizadas, mientras que la segunda
se presenta con crisis convulsivas
parciales ténicas, atdnicas o ausencias
que pueden o no generalizarse, retraso
psicomotor y resistencia al tratamiento.
El fenomeno inflamatoric no ha sido
estudiado a profundidad en estas
epilepsias.

Obijetivo

Comparar el perfil linfocitario periférico

CD8+

CD38+ |

CD38+ |

Poblacién CD4+ CD25+CD45+

saragtl CoEs

CDAas+

D69+ |

D69+

Resultados Conclusiones

Nuestros tres grupos de sujetos no diferian de manera significativas en
sexo y edades. A nivel inmunolégico, las principales diferencias fueron

las siguientes:
Ps: CD4y T,

(CD4FoxP3CD25) significativamente diferentes entre

los 3 gruposn(?’=0.04 y P=0.002, respectivamente)

P,: Diferencia significativa Proporciones mas altas de CD4,
CD4CD69 y T, en EE comparadas con el grupo control (P= 0.03,

0.03 y 0.001, respectivamente).
de CD4 entre EE y EMJ (P=0.02).

P,: P3: Proporciones mas altas de CD8 y T, en EMJ comparada con
el grupo control (P= 0.04 y 0.004, respectivamente).
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Estos  resultados
significativas en las proporciones de distintos fenotipos
linfocitarios en cada uno de nuestros grupos de estudio y
nos orientan hacia una probable desregulacién del
estado inmune periférico en estos pacientes. Estos
cambios podrian modular la respuesta neuroinflamatoria
y participar en la severidad de la epilepsia y en la
respuesta a los tratamientos. Trabajos subsecuentes son
necesarios para entender a profundidad las relaciones
entre estado inmune periférico y caracteristicas de las

epilepsias.

nos

demuestran

diferencias
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La biotina es una vitamina cofactor de las
carboxilasas. Se ha reportado que a concen-
traciones farmacolégicas modifica diversos
procesos biolégicos como el desarrollo, el
metabolismo de lipidos y de carbohidratos.

En estudios previos demostramos que en
ratones una dieta suplementada con con-
centraciones farmacoldgicas de biotina por
8 semanas disminuyd la expresion de genes
lipogénicos como el factor de transcripcién
SREBP-1cy enzimas reguladas por éste. Tam-
bién, la expresion del factor pro-adipogéni-
co PPARY disminuyo, por lo que podria estar
participando en el desarrollo del tejido adi-
poso.

Concentraciones farmacoldgicas de biotina
modifican la embriogénesis del ojo, se des-
conoce su efecto en el desarrollo de otros
tejidos. En ratones el tejido adiposo subcu-
taneo se desarrolla en la gestacion, mientras
que el tejido adiposo perigonadal en la lac-
tancia. En este estudio se analiza el efecto
de la suplementacién con biotina durante la
gestacion y lactancia en el desarrollo del teji-
do adiposo de las crias.

Ratonas Balb/c AnNHsd nuliparas de 6 se-
manas se alimentaron durante la gestaciony
lactancia con dieta control o dieta suplemen-
tada (1.76 mg o0 97.7 mg biotina/kg de dieta
respectivamente). Al dia 21 de lactancia se
extrajeron diferentes depdsitos de tejido adi-
poso de las crias macho para su analisis mor-
fologico.

Se encontré una disminucién en la cantidad
de tejido adiposo subcutaneo (inguinal e
interescapular) de crias cuya madre recibio
dieta suplementada con biotina, cambio no
observado en el tejido adiposo perigonadal.
El area de los adipocitos blancos fue menor
respecto al grupo control, sin embargo no
hay diferencia en el nimero de adipocitos.

La suplementacion con biotina durante la
gestaciéon y lactancia modifica el tamafio de
adipocitos de diferentes depésitos sin alterar
su numero, efecto que podria aprovecharse
para estudiar la hiperplasia e hipertrofia en el
tejido adiposo.

EFECTO FARMACOLOGICO DE LA BIOTINA EN EL
DESARROLLO DEL TEJIDO ADIPOSO.
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Gustavo Rojas-Olave', Wilma Tixi-Verdugo!, Ericka Moreno-Méndez ', Gloria Sicilia-Argumedo’, Cristina Fernandez-
Mejia'-2 'Unidad de Genética de la Nutricién, 'Instituto de Investigaciones Biomédicas, 'Universidad Nacional
Auténoma de México, Instituto Nacional de Pediatria. Avenida del Iman 1, cuarto piso, Colonia Insurgentes Cuicuilco,
04530 Ciudad de México. Tel. 56226420. 2crisfern@biomedicas.unam.mx

Introduccion: La biotina es una vitamina cofactor de las carboxilasas. Se ha reportado que en concentraciones farmacolégicas modifica diversos procesos bioldgicos

como el desarrollo, el metabolismo de lipidos y de carbohidratos.

En estudios previos demostramos que en ratones una dieta suplementada con concentraciones farmacologicas de biotina por 8 semanas disminuyé la expresion de
genes lipogénicos como el factor de transcripcién SREBP-1c, y enzimas reguladas por éste. También, la expresién del factor pro-adipogénico PPARY disminuyd
significativamente, por lo que podria estar participando en el desarrollo del tejido adiposo.

Concentraciones farmacolégicas de biotina modifican la embriogénesis del ojo, sin embargo se desconoce su efecto en el desarrollo de otros tejidos. En ratones el
tejido adiposo subcutidneo se desarrolla en la gestacidn, mientras que el tejido adiposo perigonadal en la lactancia. En este estudio se analiza el efecto de la
suplementacién con biotina durante la gestacion y lactancia en el desarrollo del tejido adiposo de ratones cria.

Materiales y métodos: Ratonas Balb/c AnNHsd nuliparas de 6 semanas se alimentaron durante la gestacién y lactancia con dieta control o dieta suplementada (1.76
mg o 97.7 mg biotina’kg de dieta respectivamente). Al dia 21 de lactancia se extrajeron los depésitos de tejido adiposo subcutneo (inguinal e interescapular), tejido
adiposo perigonadal y tejido adiposo marrén interescapular (BAT) de ratones cria macho para su analisis morfologico.

Resultados:

No se observo diferencia en el peso de las crias (Figura 1 A), sin
embargo, se encontré una disminucion en el peso de tejido en los
depositos de tejido adiposo inguinal e interescapular con respecto al
peso corporal (Figura 1 B).
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Figura 1. Peso de crias y relacion de peso de tejido adiposo. A. Peso de las crias
del grupe control y suplementado. Contrel: n=30.Suplementado: n =35. B. Relacién de peso de
depdsitos de tejido adip resy al peso corporal del animal. Control: n=9. Suplementado: n
=16. Los valores representan |a media + SEM. *P< 0,05.

Aungue en el depdsito de tejido adiposo perigonadal no se observé
una disminucion la relacion de peso de tejido adiposo, en el analisis
morfoldgico por secciones desde su origen (epididimo) y la
cuantificacion del area, se encontré que los adipocitos mas
préximos a éste tienen menor tamano (Figura 2A). La diferencia en
el tamafo no se observa en los adipocitos mas distantes al
epididimo (Figura 2B).
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Figura 2. Tejido adiposo perigonadal pWAT. A. Tincién hematoxilina-eosina, imagenes
con aumento de 40x. B. Cuantificacién del drea de adipocitos blancos. Control: n= 400 células
contadas. Suplementado: n=511 células contadas. Los valores representan la media + SEM. *P<
0,05.

La morfologia del depoésito del tejido inguinal reveld menor tamafo
de los adipocitos blancos (Figura 3A) en el grupo suplementado
(Figura 3 B). Sin embargo, en el andlisis del nimero relativa de
adipacitos no se enconiro diferencia en el nimero de células entre
ambos grupos (Figura 3 C).
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Figura 3. Tejido adiposo inguinal iWAT. A. Tincién hematoxilina-eosina, imagenes con
aumento de 40x. B. Cuantificacién del drea de adipocitos blances. Control: n=1400 células
contadas. Suplementado: n=1260 células contadas. C. Numero relative de adipecitos blancos.
Control: n=1400 células contadas. Suplementado: n=1260 células contadas. Los valores
representan la media + SEM. ™""P<0,0001.

En el deposito interescapular, al igual que en el inguinal y
perigonadal, se observd una disminucion marcada en el tamaro de
adipocitos blancos (Figura 4 A, B), sin diferencia en el nimero
relativo de adipocitos (Figura 4 C).
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Figura 4. Tejido adiposo interescapular inWAT. A. Tincién hematoxilina-eosina,
imégenes con aumente de 40x. B. Cuantificacién del drea de adipocites blances. Control: n=
551 células contadas. Suplementado: n=658células contadas. C. Nimero relative de adipocitos
blancos. Control: n= 551 células contadas. Suplementado: n=658 células contadas. Los valores
representan la media + SEM. ***P< 0,0001.
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Conclusion: La suplementacién con biotina durante Ila
gestacién y lactancia modifica el tamafo de adipocitos de
diferentes depositos sin alterar su niamero, efecto que podria
aprovecharse para estudiar la hiperplasia e hipertrofia en el
tejido adiposo.
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SoxlT were praaent. Hematopoietic specification from days €, 8 and 10 was evaluated by the presence of stage spevific hemangioblast markers KDR and C0235a showing a dredual incregse
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Generation of human hematopoietic stem
cells from induced or embryonic pluripo-
tent stem cells serves multiple purposes:
mechanistic studies of hematopoiesis, de-
velopment of cell therapy for hematological
autoimmune diseases, disease modeling and
drug screening. In the present work we aim
to gain insights on how the culture dynamics
affect the outcome of hematopoietic specifi-
cation. We compared the two existing diffe-
rentiation systems and evaluated important
hematopoietic markers during stage speci-
fic days by g-pcr, flow cytometry and image
analysis. Both iPSC and ES where cultured
in expansion conditions using E8 media, for
the monolayer system: when confluent, cells
were re seeded in an adherent plate. For EBs
Cells were expanded under 3D culture condi-
tions until spheres were the adequate size to
start differentiation. The latter was achieved
in a serum free system with media containing
BMP-4 and hematopoietic cytokines were
added from day 4 trough days 6 and 8. We
found differential expression of hematopoie-
tic commitment markers such as KDR, and
CD235a and Sox17, the latter a commonly
used to define early endoderm commitment

We found that Sox17 was unregulated in
monolayer cultured cells, throwing eviden-
ce that SOX17 is part of a developmental
pathway that leads to the generation of la-
teral plate mesoderm (CD34+PDGFR-). We
observed, by comparing the two systems
that EBs can generate colonies in CFC cultu-
res without sorting, while monolayer cannot
perform this function. Flow cytometry analy-
sis showed that CD34+KDR+ population is
enriched in the 3D culture. Also A-activin,
a marker that it could be related to the wnt
pathway, a key factor during hematopoietic
spceficiation, is shown to be more active wi-
thin the sphere. This works help to gain in-
sights on understanding how the selection
and switching of culture nature determines
the fate of progenitor cells, allowing access
to enriched populations for generation of
hematopoietic progenitors in vitro
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Hematopoietic progenitors from Mesenchymal Dental Pulp derived iPS Cells
G. A. Mora Roldan?, D. Ramirez Ramirez?, R.R. Cevallos Guerral, G. Rodriguez-Martinez?, R. Pelayo Cemacho?, K. Gazarian!.

IUNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE ME)(ICO DEPARTAMENT OF GENOMIZ MEDICINE MEXICO DISTRITO FEDERAL, MEXICO.
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p Mesenchymal Cells. iPS ware derived fram a primary culture of dental pulp mesenchymal cells of a healthy donor and transduced with thres lentiviral vectors containing the transcription
fors Octd, Sox2, Kifd and C-Myc Lin-28 and Nanog. Pluripotency was assessed by the presence of typical markers and by teratoma formation. On day 4, mesodermal markers Brachyury,

of CD235+ CD34+ cells on day 6 and a decrease on day 10, Cells formed sack like structures with hematopoletic activity, from which non adherent cells were released. This findings show
that itis possibleto obtain CD34 hematopaietic stem cells from a KDR, CD235 population via mesedermal induction in 2 monolayer system allowing aceess to enriched populations for future
studies in iPSC hematopoietic differentiation and generation of in vitro hemangioblast regerdless their origin.

Induced Pluripotent stem cell {iPS) are a promising source for different %
call types Including Hematcpolet o Calls. It Is belleved that IPS cells REPROGRAMMING |
have limited potential to become hematopoistic lineages because celis

gan retain epigenetic marks characteristic of the denor cell that

influence differentiation propensity, it is for this reason that it is Primary sultire

important ovaluate the hematopeictio potential of IPS from differont af healthy dono; rensduction wit
thrse higistronic.
lontiviral vestors

sources. Hematopolesis is a dyramic evenl that starts in the early
embryonic development from mesoderm. A subset of mesodermal cells
differentiate into hemangioblast from which primitive and definitive
HSC are derived. Previous studies have accumulated evidence on
specific pathways leading o the [dentification of Glycopharird
(CD235a] as an important marker for primitive hematopoietc DIFFERENTIATION
commitment of the hemangioblast. Those studies used embryonic stem
cells and IPS derived from dermal fibroblasts. The objective of this
study was to test hematopoietic potertial of IPS derived from dental
pulp mesenchymal cells.

Assagmant of
pluripotanoy
markcrs
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of an efmicient method to generate primi- a3 Monolayer Serum free system os well a5 - -

1ve and definitive hematopoletic lIneages (1 Embrycid Bodies with media cuntsining RESULTS AND CONCLUSION —

Tom denal mesenchymal sem  cells, BMP-4. On day mesodermal markers
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derm and then reach the oietic given by tha mesodermal Induction in a monolayer free serum system as well @3 embryoid bodies allowing access to enriched
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S I e e e e e permie e 2Pl viiro. This study shows thal the FB culture method favors the hematopcietic lineages aside from the induction of

and foreskin Mbroblas:s, ther differentiolion was achisved wiih mesoederm and the oytokines added Into the culture media. Alsa, Dental Pulp Mesenchymal Cells can represent a
co-cullure with AFTO24 stomal cefls, NK practical source material for the generation of iPSC cells given Its characteristics like somatic memory and expres-
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Efecto inhibitorio del extracto etandlico de Piper auritum

Kunth (Hoja Santa) sobre la actividad mutagénica de
una amina aromatica presente en carnes cocinadas
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Castro Roa M.R.?

Camacho Carranza R.'

Espinosa Aguirre J.J.!

Instituto de Investigaciones Biomédicas-Universidad Nacional

Autbnoma de México
2Universidad Tecnolégica de México.

El extracto etanodlico de P. auritum (EEHS)
inhibe la actividad mutagénica de tres de
las aminas heterociclicas mds abundan-
tes presentes en carne y pescado cocina-
dos: 2-amino-3,8-dimetilimidazo[4,5-f]
quinoxalina (MelQx), 2-amino-1-metil-6-fe-
nilimidazo[4,5-b]-piridina (PhIP) y 2-ami-
no-3,4,8-trimetilimidazo[4,5-flquinoxalina
(4,8-DiMelQx). Estos compuestos son pro-
mutagenos metabolizados por la enzima
CYP1A2, presente en la fraccién posmitocon-
drial hepatica de rata (S9) empleada en un
ensayo microbiano de mutagénesis, conoci-
do como Prueba de Ames.

Se obtuvo un efecto antimutagénico con
todos los tratamientos. En los tratamientos
E y F se observé un efecto inhibitorio de la
actividad mutagénica de MelQx, similar al
observado con el tratamiento B, en el que se
mezclaron todos los componentes. Lo ante-
rior permite suponer que uno de los posibles
mecanismos de accidon del EEHS es la inte-
raccion directa con el CYP1A2 presente en
la mezcla S9. Lo anterior se apoya en expe-
rimentos realizados sobre la inhibicion de la
actividad del CYP1A2 por el EEHS, en los que
se obtuvo una CI50 de 9.4 mg/mL, la cual es
consistente con los 5 mg/mL que se utiliza-

PRESENTE EN CARNES COCINADAS.

Hernandez-Ojeda S.L. *, Elinos-Biez M.C.%, Govesensky, T4, Castro-Roa M.R.k, Camacho-Carranza R.* y Espinosa-Aguirre J.1.*

— * Instituto de Investigaciones Biomeédicas-Universidad Nacional Autonoma de México
WVNIVERADAD NAC‘!ONA L ‘Universidad Tecnolégica de México.

AVFN"MA DE
MEXICO

INTRODUCCION

Los agentes antimutagénicos son capaces de contrarrestar
los efectos de los mutdgenos, estos pueden ser compuestos
naturales y sintéticos. Por su forma de accién se clasifican
en dos tipos: desmutigenos y bioantimutigenos, los
primeros funcionan extracelularmente y son capaces de
inactivar agentes mutagénicos antes de que ellos reaccionen
con el DNA y los segundos acttian dentro de la célula y
participan en la supresién de la mutacidn después del dafio
al DNA, son capaces de influir en la reparacién del genoma y
replicacion (Sloczynska, K. et al.,2014).

En estudios previos realizados por nuestro grupo de trabajo,
el extracto etandlico de P. auritum (EEHS) mostrd un efecto
inhibitorio de la actividad mutagénica de tres de las aminas
heterociclicas mds abundantes presentes en carne y pescado
cocinados: 2-amino-3,8-dimetilimidazo[4,5-flquinoxalina
(MelQx), 2-amino-1-metil-6-fenilimidazo[4,5-b]-piridina
(PhIP) vy  2-amino-3,4,8-trimetilimidazo[4,5-flquinoxalina
(4,8-DiMelQx). Este tipo de compuestos son promutdgenos
que se metabolizan por el Citocromo P450 CYP1A2
representado por la fraccion posmitocondrial hepética de
rata (59), en un ensayo microbiano de mutagénesis conocido
como Prueba de Ames,

Los mecanismos de accion por los cuales el EEHS inhibe la
actividad mutagénica de las aminas heterociclicas (MelQx,
PhIP y 4,8-DiMelQx) pueden ser varios: inhibiendo la
activacion del promutdgeno por la interaccion de los
componentes del EEHS con el Citocromo P450 1A2, como
agentes bloqueadores interactuando quimicamente con el
promutdgeno o con sus metabolitos capaces de causar dafio
al DNA, o una combinacién de todos los anteriores.

Para lograr un mejor entendimiento de los mecanismos que
se estan llevan a cabo en el proceso de antimutagénesis
evaluamos el efecto antimutagénico del EEHS sobre la
actividad mutagénica de la amina heterociclica MelQx
utilizamos la prueba de Ames con preincubacién, diferentes
combinaciones de losgslilsleliEnez de prueba de la mezcla

SETOn }ireincubadcs,

MATERIALES Y METODOS

La prueba de Ames es un ensayo bacteriano donde el
organismo de prueba son cepas con mutaciones en
diferentes genes del operon de histidina (his-) de
Salmonella typhimurium, requieren necesariamente de
histidina para poder crecer y formar colonias. La prueba
consiste en revertir el fenotipo de deficiencia de histidina
mediante la induccién de mutaciones (Espinosa, 1980).

En este trabajo, el bioensayo se realizé con la cepa de
prueba TA98 de Solmonella typhimurium con
preincubacién. Se probaron diferentes combinaciones de
los componentes de la mezcla de reaccidn en la
preincubacian:

Tratamiento A, cepa TA98, mezla 59 y MelQx;
Tratamiento B, cepa TASE, mezcla 59 al 10%,

MelQx (10ng/caja) y EEHS (5 mg/caja);

Tratamiento C, cepa TA98, mezxla 59 y MelQx;
Tratamiento D, mezcla 59, MelQx y EEHS;

Tratamiento E, mezcla 59 y EEHS;

Tratamiento F, MelQx y EEHS.

La mezcla de reaccion se preincubd por 15 min a 37 °C.
Posterior a la preincubacion la mezcla se incorporé a un
medio selectivo para la cuantificacion de mutantes.

Se realizd un andlisis de varianza [ANOVA) y una prueba de
Turkey's por comparaciones multiples, para determinar
diferencias significativas en los resultados con una significancia de
p <0001

Se evalud la concentracion inhibitoria media sobre la
actividad enzimatica del CYP1A2 (Cl.,), por fluorescencia
y se cuantificd en el EEHS la concentracion de clorofila a,
clorofila b y se calculd la clorofila total, el analisis se
realizé por espectrofotometria.

RESULTADOS
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INSTITUTOD DF NVESTIGADIONES

Cuantificacién de Clorofila en el EEHS

Clorofila a: 2.81 mg /g de material vegetal fresco
Clorofila b: 0.71 mg/g de material vegetal fresco
Clorofila total: 3.52 mg/g de material vegetal fresco

La concentracién inhibitoria media sobre la
actividad enzimética del CYP1A2 fue de: Clso: 9.4
mg/mL

DISCUSION DE RESULTADOS

Con todas las combinaciones se obtuvo un efecto
antimutagénico, pero la respuesta fue diferente
dependiendo de los tratamientos (Fig. 1).

Uno de los posibles mecanismos de accidn de los
componentes del EEHS es por la interaccion directa
con el citocromo P450 1A2 presente en la mezcla 59.
Lo anterior también lo sustenta los resultados en la
evaluacion de la inhibicion de la actividad del
CYP1A2 por el EEHS.

Se sabe que la clorofila tiene actividad
antimutagénica vya que puede interactuar
directamente con los mutagenos formando
complejos que impiden su posterior metabolismo
por CYP, ademas de ser inhibidor enzimatico directo,
Adicionalmente, se sabe que los compuestos
fendlicos presentes en vegetales son capaces de
interactuar con los Citocromos P450, (Sloczyriska, K.,
etal.)

CONCLUSIONES

Los componentes del EEHS estdn actiando
principalmente  como desmutdgenos sobre la
actividad mutagénica de MelQx.

Antimutagenesis del EEHS frente a MelQx

800
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En este trabajo, se realizé la Prueba de Ames No se puede descartar una interaccion direc- SN R R O i bando  diferentes ] - b i
. , combinaciones de los comporientes S ERET TR K

con la cepa TA98 de Salmonella typhimu- ta entre el EEHS y el mutageno. reaccion teqtd Una respuesta anii TSRS g ) .

rium, utilizando un procedimiento de prein- ’ S g ‘

cubaciéon que nos ayudaria a comprender el 5 . - 5]

mecanismo de antimutagénesis. Se probaron g ’ e - '

seis diferentes combinaciones de los compo- CepaTAsE  + . .

nentes: A, cepa TA98, mezcla S9 y MelQx; B, — L,
EEHS (5 mgleaja) * + + +

cepa TA98, mezcla S9, MelQx (10ng/caja) y
EEHS (5 mg/caja); C, cepa TA98, mezcla S9 y
MelQx; D, mezcla S9, MelQx y EEHS; E, mezcla
S9 y EEHS; F, MelQx y EEHS. Las mezclas de
reaccion se preincubaron a 37 °C, 15 min y,
posteriormente, se incorporaron a un medio
selectivo para la cuantificacién de mutantes.

a fraceion 59 ":2!5 ade p*
=

Fig. 1. Actividad antimutagénica del extracto etandlico de la Hoja Santa (Piper auritum Kunth) frente a MelQx. Diferentes
combinaciones de los comp de la mezcla de reaccion se probaron en la preincubacion, Las diferentes letras en las columnas
indican en que tratamientos hubo diferencias significativas, con significancia de p < 0.001.
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Los meduloblastomas son los tumores
del Sistema Nervioso Central (SNC) mas
frecuentes y malignos en la poblaciéon
pediatrica. El prondstico de los pacientes
depende de diversos factores, entre los
que se encuentra el receptor a estrégenos
beta (RE[). Estudios In silico han mostra-
do que la proteina cinasa C a (PKCa) es ca-
paz de fosforilar y activar al REB con una
elevada probabilidad. Aunado a esto, am-
bas proteinas se expresan en biopsias de
meduloblastoma y se ha reportado que
la activacion de las mismas incrementa la
proliferacion celular en lineas celulares de
meduloblastoma.

El objetivo de este trabajo fue estudiar
la participacion del REB y de PKCa en el
desarrollo de éstos tumores, asi como su
interaccion para regular procesos celula-
res como la proliferacion en la linea celu-
lar Daoy derivada de un meduloblastoma
humano.

Mediante la técnica de Western blot ob-
servamos que el tratamiento con el acti-
vador de PKCs, TPA, induce un aumento
significativo en la asociacién REB-PKCa a
los 5 minutos, asi como en el contenido
del RER fosforilado desde los 5 y hasta los
30 minutos. Mediante Inmunofluorescen-
cia se observé que el tratamiento induce
la translocacién de PKCa al nucleo, posibi-
litando la interaccion de ambas proteinas.
Ademas de esto, observamos que el tra-
tamiento con el agonista del REP Diaril-
propiolnitrilo (DPN) 0.1 y 1 nM induce un
aumento significativo en la proliferacion
celular a las 72 horas de tratamiento.

De manera conjunta estos resultados su-
gieren que PKCa podria tener un papel
importante en la activacuén del REB vy,
consecuentemente, en el desarrollo de
los meduloblastomas.

ERB and PKCa activation in a medullobastoma cell

line upregulates carcinogenic cellular processes

Hernandez-Rojas Rubi, Gonzéalez-Arenas Aliesha*. Departamento de Medicina Gendmica y Toxicologia
Ambiental, Instituto de Investigaciones Biomédicas, Universidad Nacional Autonoma de México, Ciudad Universitaria,
Coyoacan 04510, Ciudad de México.

Introduction

Medulloblastoma, which arises in the cerebellum, is the most common
malignant pediatric brain tumor according to the World Health
Organization (WHO). The prognosis of patients depends on several
factors due to the high histological and molecular heterogeneity of the
medulloblastoma subgroups. It is known that estrogen receptor beta
(ERB) is important for development and maturation of cerebellar granule
cells, that places it as a possible factor associated to medulloblastoma
biology. In silico studies have shown that protein kinase C alpha (PKCa)
is able to phosphorylate ERB with high probability. Furthermore, both
proteins are expressed in medulloblastoma biopsies and it is known that
ERP and PKCa activation increases proliferation of medulloblastoma cell
lines.

Objective

The aim of this work was to study the ERB and PKCa participation in
medulloblastoma development as well as their interaction to regulate
cellular processes such as proliferation using a medulloblastoma cell
line, Daoy.

Fig. 1. PKCa moves to the nucleus after it is activated with TPA 1pM from 5 to 30 min, and
colocalizes with ERB, where their interaction is possible.

Hoechst PKCa I ERp || PKCaERB

ehicle

[TPAGO min | [ TPA30min | [ TPA15min | [ TPAS min ||

Conclusions

* PKCa activation with TPA 1uM induces its translocation to the
nucleus, where the ERB is mainly localized in the
medulloblastoma cell line, Daoy.

= The treatment with PKCa activator TPA 1uM induces a significant
increase in the PKCo-ERP co-location and association as well as in
the ERB phosphorylated content from 5 to 30 minutes in Daoy cells.

= The treatment with ERB agonist DPN (0.1 and 1 nM) during 72 hours
causes a significant increase in cell proliferation of cell line Daoy .

Experimental procedure

Cell culture
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TPA: Tetradecanoyiphorbol acetate (TPA), PKCs activator

Fig. 2. ERB-PKCa co-immunoprecipitation
increases after PKCa activation with TPA 1uM
at 5 min, which comrelates with results in Fig. 1.
*P<0.05 versus vehicle.
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Fig. 4. Cell proliferation increases after the ERB
activation with DPN, suggesting an important
role of ERB in medulloblastoma development.
*P<0.05 versus vehicle
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DPN: Diarylrpropionitrile, ERE agonist

Fig. 3. ERB phosphorylated content increases
after PKCa activation with TPA 1pM from 5 to
30 min, suggesting a possible role of PKCa in
ERE phosphorylation.*P<0.05 versus vehicle.
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Fig. 5. Bromodeoxyuridine (Brdl) positive cells
confirm cell proliferation.*P<0.05 versus vehicle.
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Los citocromos P450 (CYP) catalizan la
monooxigenacion de diversos sustratos a
través de un grupo hemo. Entre otros in-
termediarios transitorios, el oxigeno mo-
lecular (O2) es un componente esencial
para el ciclo catalitico de los CYP (Cook et
al.,, 2016).

En estudios realizados in vivo en ratas y
conejos bajo condiciones de hipoxia se
han encontrado cambios significativos
en la actividad enzimatica y expresion
de CYP1A1, CYP1A2, CYP2D6, CYP2B4,
CYP2C5 y CYP2C16 hepaticos. Estos cam-
bios en la expresion han sido atribuidos
a la inflamaciéon generada durante la hi-
poxia, mediante intermediarios como in-
terferén-y, interleucina-1f (IL-1B) y IL-2
(Fradette et al., 2007, Li et al., 2014). Sin
embargo dada la importancia del 02 en
la catalisis de los CYP, su concentracion
podria estar relacionada en la regulacién
de su actividad durante la hipoxia.

En este trabajo, se describe el efecto de
diferentes concentraciones de O2 sobre la
actividad alcoxirresorufina O-desalquila-
sa en microsomas hepaticos de ratas Wis-
tar inducidas con [3-naftoflavona y feno-
barbital. A una concentracion de oxigeno
de 3.28 ppm (44% menos que las condi-
ciones ambientales) disuelto en el medio
de reaccidn, se observé disminucion de la
actividad en el siguiente orden: CYP1A2 =
CYP2B2 > CYP2B1 > CYP1AT1. Se observo
que la concentracion de O2 disuelto en
el amortiguador de reaccion esta direc-
tamente relacionada con la actividad de
CYP, siendo las isoformas mas afectadas
CYP1A2y CYP2B2.
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Effect of oxygen concentration on

cytochrome P450 activity
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- Introduction - Results

Cytochrome P450 (CYP) enzymes catalyze the

monooxygenation of diverse substrates through their ~ * The CYP activity decrease in the following order:

heme group. The molecular oxygen (0,) is essential for
the catalytic cycle of CYP, among other series of .
intermediates®. It has been reported that hepatic
CYP1A1, CYP1A2, CYP2D6, CYP2B4, CYP2C5, CYP2C5
and CYP2C16 expression and enzymatic activity varies
differentially under hypoxia conditions in rats and
rabbits. The differential expression of these CYPs has
been attributed to the inflammation generated during
hypoxia, by intermediates such as interferon-y,
interleukin-1p (IL-1B) and IL-2 % 3. However, given the
importance of O, in CYP catalysis, it may be involved in
the regulation of CYP during hypoxia.

‘ Objective

To evaluate in vitro enzymatic activity of CYP1A1l,
CYP1A2, CYP2B1 and CYP2B2 at different
concentrations of oxygen.

Materials and methods

1

Measurement of dissolved oxygen
(D.0.) in the reaction buffer

Lp0\bbe oy e
! !

D.0. at ambient conditions = D.O. displaced by vacuum
71.2% (5.83 ppm) 40% (3.28 ppm)

Alkoxy-resorufin O-dealkylase activity in hepatic
microsomes of Wistar rats induced with p-
naphthoflavone and phenobarbital
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CYP1A2 = CYP2B2 > CYP2B1 > CYP1A1
Isoforms CYP1A2 and CYP2B2 are the most affected.
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Fig 1. Specific enzyme activity in anaerobic chamber decreases
when O, is displaced, A) Decrease 92.3% ;B) Decrease 100%; C)
Decrease 99.1%; D) Decrease 100% Ambient conditions (AC).
N=3

' Conclusions

A differential response is observed in the enzymatic
activity when O, is displaced by vacuum.
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La lesién renal aguda (LRA) inducida por
isquemia/reperfusion (IR) puede conducir
al desarrollo de enfermedad renal crénica
(ERCQ). Los pacientes con ERC desarrollan
alteraciones cardiovasculares y muestran
una reduccion en los niveles de 6xido ni-
trico (NO). La sintasa de 6xido nitrico en-
dotelial (eNOS) se regula por fosforilacion
y por interacciéon con proteinas como la
proteina de choque térmico de 90KDa
(Hsp90a). En este trabajo, investigamos
modificaciones en la via de activacion de
eNOS en el corazén de ratas con transi-
cién de LRA a ERC.

Incluimos 50 ratas Wistar macho divididas
en: ratas con cirugia falsa (sham, n=25) y
ratas sometidas a IR renal bilateral de 45
minutos (n=25). Las ratas se estudiaron al
mes 1,2,3,4y 5 post-cirugia (n=5).

La progresion de la ERC en el grupo con
IR se caracterizé por un incremento pro-
gresivo en la proteinuria (p<0.01) y por
disfuncién renal al 5° mes de seguimien-
to (aumento del 50% en la creatinina en
plasma y reduccion de 30% en el flujo
sanguineo renal).

Se observo hipertrofia cardiaca desde el
4° mes después de la IR (incremento del
24% en la relacidon peso cardiaco/peso
corporal). La disfuncién y fibrosis cardiaca
se determinaron por niveles elevados de
péptido natriurético cerebral y colagenal,
respectivamente (p<0.05). Se observé un
incremento en la fosforilacion de eNOS
en la Tre-495 (inactivacion de eNQOS) y re-
duccién de la interaccion entre eNOS/Hs-
p90a.

La transicion de LRA a ERC se caracterizé
por el desarrollo de hipertrofia, fibrosis y
disfuncién cardiaca. Estas alteraciones se
asociaron con una menor activacion de
eNOS y reduccion en la interaccion de
eNOS/Hsp90a en el corazon.
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Los pacientes que cursan con ERC manifiestan una reduccién en
los niveles de oxido nitrico (NO). EI NO es una molécula de
sefializacion de vida corta que se involucra en la relajacion
vascular y se produce por la accidon de la sintasa de éxido nitrico
endotelial (eNOS) (Fig.1). La eNOS, se regula por la fosforilacién e
interacciéon con proteinas como la proteina de choque térmico de
90KDa (Hsp90a).

Fig. 1 Produccion de NO por la eNOS en el endotelio vascular
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Hipotesis

La aparicidon de alteraciones cardiovasculares durante la
progresion de |la enfermedad renal crénica inducida por IR renal,
se asociara con alteraciones en la via de sefializacion de
NO/eNOS.

Objetivos

- Estudiar el curso temporal de la aparicion de hipertrofia y fibrosis
cardiaca en ratas con progresion a ERC.

- Investigar las alteraciones cardiacas en la via de sefalizacién de
NO/eNOS encontradas en ratas en el modelo de progresion de
LRA a ERC.

Métodos

Fig. 2 Protocolo para el estudio de las medificaciones en la via de activacién de
eNOS en el corazén

m e e ; Al finalizar el periodo de
£ e e seguimiento:
tram ]
L [ i—
i"“ =
a - Se peso el corazon y rifion
[ = § 07 para evaluar hipertrofia.
= ]
[
- .
I ‘
Woestern- blot de corazén para Se midi‘? C’ea“'!i"‘a )
observar las proteinas BNP, Hsp90a, -— plasmatica y flujo sanguineo
Colagena | y P-Tre495 renal para evaluar disfuncion
renal.

Los resultados obtenidos se analizaron por ANOVA de
para observar la interaccién una via y las diferencias entre grupos se determinaron
entre la proteina eNOS y con el andlisis post-hoc de Bonferroni. Las diferencias
Hsp90a estadisticamente significativas se tomaron cuando la p
alcanzo un valor menor a 0.05. Los datos se presentan
como el promedio + el error estandar.

Co-inmunoprecipitacion
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Resultados

Fig. 3. Proteinuria 24 h post-
isquemia (mg/24h) Fig. 4 Proteinuria (mg/24h)
1

Fig. & Flujo sanguineo renal
Fig. 5 Creatinina plasmatica (ml/min/100g)
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Conclusiones

La transicién de LRA a ERC se caracterizé por el desarrollo de
hipertrofia, fibrosis y disfuncion cardiaca. Estas alteraciones se
asociaron con una menor activacién de eNOS y reduccién en la
interaccion de eNOS/Hsp90a en el corazén.
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Dimorfismo sexual en la fransicion de la lesion de rindn
aguda (LRA) a enfermedad renal cronica (ERC) en la
rafa
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Salvador Zubirén

Antecedentes.

Se ha reportado que la progresion de la ERC
es mayor en los hombres que en las mujeres
antes de la menopausia, lo que sugiere la
participacion de las hormonas sexuales.
Objetivo.

Evaluar si existe dimorfismo sexual en la tran-
sicion de la LRA a la ERC.

Métodos.

Se incluyeron ratas hembra (n=39) y machos
(n=39) divididos en cirugia falsa 6 sometidos
aisquemiarenal bilateral de 45 minutos (F+IR
y M+IR). Los grupos fueron estudiados y sa-
crificados 24 hy 1, 2, 3 0 4 meses después de
la isquemia. También se incluyeron 41 ratas
ooforectomizadas divididas en grupos sham
0 IR (Opy Op+IR). Se realizaron estudios fisio-
l6gicos, histopatoldgicos y moleculares.
Resultados.

Después de 24 h, la IR indujo un dafio renal
similar en hembras y machos, pero las ratas
hembras mostraron menos estrés oxidativoy
mayor contenido de GSH renal

Después de 4 meses, el grupo M+IR desarro-
[16 ERC caracterizada por proteinuria, fibrosis
tubulointersticial e hipertrofia glomerular;
alteraciones asociadas con un aumento de
estrés oxidativo y una reduccion de RNAm
de HIF1a desde el primer mes y de su protei-
na blanco VEGF al cuarto mes. El grupo F+IR
no desarrollé ERC debido a menor estrés oxi-
dativo y aumento de mRNA de eNOS, TGFf3
y HIF1a desde el primer mes después de IR.
Apoyando este dimorfismo sexual, las ratas
Op+IR desarrollaron ERC.

Conclusion.

Encontramos un dimorfismo sexual en la
transicién de LRA a ERC. La defensa antioxi-
dante temprana y mayores niveles de RNAm
de TGFB, HIF1a y eNOS estan entre los me-
canismos renoprotectores que el grupo F+IR
demostré.

Acute Kidney Injury (AKI)

Aim of study

To evaluate if there is sexual

dimorphism in the transition from AKI

to functional and histopathological
CKD, as well as the mechanisms
involved in the possible dimorphic
response.

Methods

Temporal course
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* There is a sexual dimorphism in
the transition from LRA to CKD, an
effect that was prevented with
oophorectomy, strongly suggesting
that female sex hormones are
responsible for the renoprotection
observed.

* We found a sexual dimorphic
response in the AKI to CKD
transition. Early  antioxidant
defense and higher TGFB, HIFla
and eNOS mRNA levels were
among the renoprotective
mechanisms that the F+IR group
demonstrated.

T
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Conclusion
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El As es un metaloide sin funcion bioldgica
conocida, que se encuentra presente de ma-
nera natural en el medio ambiente. La orga-
nizacién mundial de la salud, estima que mas
de 200 millones de personas en el mundo
se exponen a niveles de arsénico inorgani-
co (iAs) superiores a los recomendados por
la OMS. El consumo de iAs ha sido asociado
a efectos negativos sobre los procesos cog-
nitivos de aprendizaje y memoria en nifos.
En el laboratorio se ha desarrollado un mo-
delo murino de exposicién gestacional para
investigar los mecanismos moleculares y fi-
sioldgicos que subyacen a los efectos cogni-
tivos de la exposicidon a iAs. El metabolismo
de iAs conduce a la deplecion intracelular
de glutatién (GSH), la principal molécula an-
tioxidante en el sistema nervioso. La sintesis
de GSH depende de la incorporacion de cis-
tina a través del antiporter xCT (intercambia-
dor de cistina-glutamato 1:1).

En un trabajo previo, encontramos aumen-
tada la expresion xCT en el hipocampo de
ratones machos tratados gestacional y cro-
nicamente con 20ppb de iAs, por lo que el
objetivo de este trabajo fue identificar si el
incremento en la expresion de xCT se asocia-
ba con un aumento de GSH intreacelulary de
glutamato extracelular, lo que puede llevar a
la alteracién del funcionamiento de la sinap-
sis glutamatérgica en el hipocampo.

En concordancia con lo esperado se obser-
vO un aumento en la concentracion de GSH,
acompanada de cambios en la relacion GSH/
GSSG, y aumento en la concentracién de
glutamato extracelular. Asimismo, se obser-
vé una disminucién en la expresion de los
receptores a glutamato ionotrépicos AMPA,
asociada a una disminucién significativa en
la capacidad para inducir el fenémeno de la
LTP y un menor desempefio en la prueba del
laberinto acuatico de Morris.

Janikua Nelson-Morat, Martha L. Escobar?, Luis Rodriguez-Duran Luis?; Lourdes Massieu?, Teresa Montiel?, Vierénica M Rodriguez?, Karina Hernandez-Mercado?,
Maria E. Gonsebatt!.
1 |nstituto de Investigaciones Biomédicas,? Facultad de Psicologia e 3Instituto de Fisiologia Celular, UNAM CU. 3Instituto de Neurobiologia, Campus Universidad

Nacional Auténoma de México, Juriquilla.

LA EXPOSICION GESTACIONAL A ARSENICO INORGANICO (iAs) ALTERA
LA CONCENTRACION DE GLUTAMATO EN EL HIPOCAMPOQ Y LA
EXPRESION DE LOS RECEPTORES IONOTROPICOS AMPA,
CONDUCIENDO A CAMBIOS EN LA MEMORIA'Y EL APRENDIZAJE.

J], e INSTITUTO DE INVESTIGACIDN[S

[ BIOMEDI

[ Introduccidn ]

La exposicion a contaminantes durante etapas tempranas de la vida se ha relacionado con alteraciones de comportamiento y el ap

asociado con desordenes neuroldgicos y con dafios en los procesos cognitivos de memoria y aprendizaje.

dizaje en nifios. La exposicion gestacional a arsénico inorgdnico (iAs) se ha

Comao metaloide el iAs puede contribuir al desbalance ml:auelnlaf redox y conducir a dafio celular. El recurso en antioxidantes como el GSH es |a cistina, que puede ser incorporado a la célula a través del antiporter

xCT que la intercambia por una molécula de to al espa elular. Experi
lo que puede puede conducir al aumento en la mmacnén mrkracelulsr de glutamato,

El glutamato {glu) es el principal neurotransmisor excitatorio y es esencial para que en hipocampo ocurran los procesos de ia y aprendizaje. El correcto fu

de nuestro grupo de trabajo han demostrado que |a exposicion gestacional a 20 ppm de iAs inducen la expresion de xCT,

de la sinapsis glutamatérgica puede ser

evaluado a través de |a capacidad de inducir el fendmeno de potenciacion de largo plazo (LTP) el cuai depencle de un balance delicado en la proporddn de subunidades de los receptores glutamatérgicos

ulark

ionotrdpicos (AMPA y NMDA] presentes en la sinapsis, que a su vez puede ser

extracelular.

porlac

El objetivo de este trabajo es i igar si la exposicio
aprendizaje en un modelo murino.

Estrategia experimental:

* (Cuantificar el sistemna GSH/GSSG en la corteza e hipocampo de animales control (con) y
expuestos en el agua de bebida a 20pp de NaASO: (iAs), en el dia post natal 90.

* Cuantificar la conc on de giu extracelular en el hipocampo de ratones Con e iAs.

= Analizar |a expresion de subunidades GluAl y GluA2 del receptor AMPA en la corteza e
hipocampo de animales con e iAs.

* FEvaluar la capacidad para inducir el fendmeno de TP en ratones Con e iAs.

* Medir el efecto del iAs en la habilidad para resolver el laberinto acudtico de Morris.
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Fig 1. efecto de la exposicidn a iAs en el sistema GSH de los ratones en el PND 90. A) concentracidn de GSH, j Ij

G556 y GT en |a corteza, y C) en el hipocampo. B y D) relacién GSH/GS56. Las diferencias estadisticas entre los
animales control & iAS estén marcadas con un * {prueba de t de Student, P<0.05)

Concentracion de glutamato extracelular en el hipocampo

Fig 2.Cuantificacidn por microdialisis de la s00-

F
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concentracidn extracelular de glutamato . E

| y crénica a iAs modifica los niveles de glutamato extracelular afectando la fisiologia de la sinapsis glutamatérgica, asi como la memoria y el

Induccién del fenémeno de LTP

A potescial

Cuarva 1)

Fig 4. Efecto de 2 exposicidn a lAs en los parémetros electrofisioldgicos de |a via del patrdn perforante giro dentada
en ratones anestesiados. A) Pendiente del potencial postindptico excitatorio (fEPSPs). Los trenes de estimulo
condicionante se dieron en el minuto 20 v el registro se mantuvo hasta el min 120. B)pendiente de |3 espiga
poblacional. En los Insets se muestran lo fEPSPs individuales. C) grafica de la funcidn I/0 para animales control e iAs.
D) Amplitud del potencial postsindptico en la prueba de facilitacion por pulsos pareados (media £ desviacién
estandar} de los animales tratados y control (n=6).

Laberinto acuatico de Morris

Fig 5. Efecto del iAs en el comportamiento
A} Curva de aprendizaje, se grafica la
latencia medla de escape durante el
entrenamiento. Llas letras en mayiscula
muestran las diferencias estadisticas en los.
animas contral y las mindsculas en los
tratados con iAs [ANOVA de medidas
repetidas, F= 1.196, P>0.05, post hoc Sidak
P>0.05; n=8). B-C} trayectoria de nado el
dia de la prueba de memaoria en animales.

Curva it aprendizaje

control, D-E} animales iAs. F) velocidad de
nado el dia de la prueba de memoria. No
se encontraron diferencias significativas.
G) tiempo nadado por cuadrante el dia de
la prueba de memaria. En el cuadrante SW
estaba localizada la plataforma durante el
entrenamiento (ANOVA de dos vias, Con *
{f} se indican las diferencias, p< 0.01; prueba
past hoc Fisher LSD p< 0.05 n=8}. Todos los

Las diferencias estadisticas entre los
animales control e IAS estdn marcadas
conun * (prusha de t de Student, P<0.05) B

& -
Expresion de |as subunidades del receptor AMPA
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Fig 3.Expresion de las subunidades GluAly GluA2 en el hipocampo y corteza. A)GluAl en corteza, B) GluA2 en corteza, C) GluAl
en hipocampo y D) GluA2 en hipocampo. Las diferencias estadisticas entre los animales control e IAS estan marcadas con un *
(prusba de t de Student, P<0.05)

Memorias 2017

— valores representan media + desviacién
estandar,

conclusiones :

* La exposicion gestacional y crdnica a iAs moduld los niveles de GSH en el hipocampo, lo que se
asocio con un aumento en el glutamato extracelular, lo que concuerda con los niveles elevados de la
proteina xCT reportados previamente en este modelo animal.

* La expresion de subunidades AMPA se encontrd reducida en el hipocampo de los animales tratadaos
con ifis. Sugiriendo que la elevacion de los niveles de glutamato puede afectar su homeostasis,

* Los una disminucion en la capacidad de induccion del fenomeno de
LTP. Ademas bus resultados sefialan que la disfuncion esta tanto en la presinapsis como en la
postsinapsis .

= El grupo iAs mostro E)ecrdmmpem en la resolucion de |a prueba del laberinto acudtico de Morris,
comprobando que el arsénico puede serel rﬁponsable directo de efectos negativos sobre los

POCes0s cognith yap
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En el sistema nervioso central (SNC), los
receptores a estrogenos (RE) participan
en la regulacion de procesos patoldgicos
como el cancer. Los REs pertenecen a la
superfamilia de receptores nucleares que
actian como factores de transcripcion.
Existen 2 isotipos de los REs: alfa y beta,
y se han descrito diferentes mecanismos
capaces de inducir su activacion entre los
cuales se encuentra su fosforilacién me-
diada por proteinas cinasas como Akt y
Cdk2. Estudios in silico sugieren que las
las proteinas cinasas C (PKCs) podrian fos-
forilar al RE beta, las PKCs conforman una
familia de cinasas relacionadas con vias
de senalizacion que promueven la proli-
feracion tumoral. De los tumores del SNC,
los meduloblastomas son los mas comu-
nes en la poblacién pediatrica. En estos
tumores, la expresion del isotipo [3 de los
REs (REB) y su actividad dependiente de
estradiol (E2) se ha asociado con la regu-
lacion de procesos tumorales.

Por otra parte, la activacién de la isoforma
alfa de PKC (PKCa) es capaz de incremen-
tar la proliferacion y migracion celular en
estos tumores. El objetivo de este traba-
jo fue determinar si la PKCa es capaz de
inducir la fosforilacion del REB y el efecto
de dicha fosforilacion sobre la actividad
del receptor en la linea celular Daoy de-
rivada de un meduloblastoma humano.
Observamos que la activacién de la PKCa
por el 12-O-tetradecanoilforbol-13-aceta-
to (TPA) aumenta los niveles del REf fos-
forilado y que la activacion del receptor
dependiente de PKCa aumenta el conte-
nido del receptor para el factor de creci-
miento tipo insulina 1 (IGF1R), cuyo gen
se sabe es blanco de regulacion del RER.
Estos resultados sugieren la existencia de
una comunicacién entre las vias de sena-
lizacién del REB y la PKCa en los medulo-
blastomas.

Memorias 2017

The role of protein kinase C alpha on the activity of the

estrogen receptor beta in a medulloblastoma cell line.

Jiménez-Arellano Carolina and Gonzalez-Arenas Aliesha.
Departamento de Toxicologia ambiental y Medicina Gendmica, Instituto de
Investigaciones Biomédicas, Universidad Nacional Auténoma de México.
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Conclusion

The activation of PKCa mediated by TPA increased the levels of phosphorylated ER. The activation of the ERp mediated by PKCa promotes the increased expression of the content of

the receptor for insulin-like growth factor 1 (IGF1R), whose gene is known to be a regulation target of ERB. These results suggest the existence of a communication between the

signaling pathways of ERB and PKCa in medulloblastomas.

Introduction

Estrogen receptors (ERs) fulfill physiclogical functions in the CNS however, they also
participate in the regulation of pathological processes such as cancer. REs belong to
the superfamily of nuclear receptors that act as transcription factors, There are 2
isotypes of ERs: a and [. Different mechanisms can induce the activation of ERs

among which is their phosphorylation r by protein ki such as Akl and
Cdk2. In silico studies suggest that the protein kinases C (PKCs) could phosphorylate
the ER beta. The PKCs form a family of serine / threonine kinases and are related to
signaling pathways that promote tumor proliferation.

Medulloblastomas represent the most
common central nervous system (CNS)
tumors of the pediatric population. In
these umaors, the expression of the beta
ER isotype (ERB) and ils activity

Objective

The aim of this work was o determine if PKCa is capable of inducing the
phosphorylation of ERp and the effect of such phosphorylation on the receptor
activity in the Daoy cell line derived from a human medulloblastomna.

Methods
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Figure 1. PKCa-dependent phosphorylation of
ERp. V: DMS0 0.1%: TPA: 1uM; GO: 1M, *P<0.05
vs. V' y TPA+GO. Resullts as mean = SD n=4
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Figure 3. Effect of PKC activation on the
content of IGF-1R. P< 0.05 (%) vs V.
Results as mean + SO, n=4. V : DMSO
0.1%.

Figure 4. Effect of ERf activation on the
content of IGF-1R.Results as mean + S0,
n=2. V : DMSO 0.1%.
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Figure 2. Effect of ERE agonist treatment for (A} 24 h, (B) 48 h, (C) 72 h on the content of IGF-1R. P<0.05 (") vs
V. Resullts as mean £ 8D, n=4. V : DMS0 0.1%.
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Las mutaciones del gen BRCA1 se asocian al
incremento en el riesgo de desarrollar cancer
de mama y ovario ya que comprometen la
via de reparacion de rupturas de doble ca-
dena por recombinacién homéloga e incre-
mentan los niveles de inestabilidad genémi-
ca, favoreciendo el desarrollo de un proceso
carcinogénico.

La delecion de los exénes 9 al 12 del gen
BRCA1 es la mutacién en BRCA1 mas fre-
cuente en nuestra poblacién y la Unica fun-
dadora en México. Se ha visto relacionada a
un alto porcentaje de los casos triple nega-
tivos en CaMa en portadoras de mutaciones
en BRCAT1 (33% de los casos), y a un mayor
numero de pacientes que debutaron con
CaOv (35%). La mutacion implica la pérdida
de los sitios de reconocimiento para la ma-
yoria de las proteinas que interaccionan con
BRCA1 y los sitios de reconocimiento nuclear.
Sin embargo podria generar una proteina
gue conserve un dominio RING funcional ca-
paz de formar un dimero con proteinas que
le permitan regresar al nucleo y localizarse
en sitios de ruptura, pero sin la capacidad de
llevar a cabo su funcion.

Proponer un mecanismo por el cual la muta-
cion BRCA1 ex9-12del a través de su produc-
to proteico favorece un mecanismo de repa-
racion propenso a error.

Se corroboré por secuenciacién que la dele-
cién no compromete sitios de splicing confir-
mando el empalme de los exdnes 8-13 en el
mensajero del gen mutado BRCA1 ex9-12del
y de BRCAT1 tipo en dos portadoras.

La diferencia en la expresiéon de los alelos
de las portadoras se analizaron por PCR de
Tiempo real y se observé que no habia una
diferencia en la expresién del gen mutado
entre las portadoras, asi como una disminu-
cion del 40% en su expresion con relacion al
gen tipo.

Como perspectivas se clonara la secuencia
de cDNA del gen mutado para generar un
modelo de estudio para el analisis de la pre-
sencia y localizacion de la proteina mutante,
asi como su interaccidon con otras proteinas.
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Proponer un mecanismo por el cual la mutacién BRCA1 ex9-12del interviene en la via de reparaciéon RH
a través de su producto proteico, favoreciendo un mecanismo de reparacion diferente.
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La Diabetes Gestacional (DG) establece un
ambiente intrauterino asociado con com-
plicaciones en el feto y a cambios perma-
nentes en su metabolismo, que lo hacen
propenso a desarrollar enfermedades en
su vida adulta. Dichas alteraciones estan
mediadas por mecanismos epigéneticos,
como metilacion de DNA, la cual se puede
modular por el metabolismo de unidades
de carbono. A su vez, polimorfismos de nu-
cleétido unico (SNPs) en genes que codifi-
can para enzimas y transportadores de esta
via, alteran la biodisponibilidad de meta-
bolitos de la misma, estableciendo asi una
relacién entre factores genéticos, metabé-
licos y epigenéticos asociados a fenotipos
adversos en el recién nacido.

Para hacer el diagnéstico de DG, se realizé
una curva de tolerancia oral a la glucosa
(CTOG) de 759, a mujeres embarazadas con
24 a 28 semanas de gestacion. Se midieron
niveles séricos de algunos metabolitos y se
genotipod SNPs en genes involucrados en el
metabolismo de folato.

Al momento del parto, se midieron los ni-
veles de algunos metabolitos en suero del
corddén umbilical, y se aislaron células en-
doteliales de la vena umbilical (HUVECs)
para analizar los niveles de metilacion en
regiones promotoras de genes asociados a
disfuncién endotelial y aterosclerosis.
Mediante andlisis de correlaciones cané-
nicas (CCA), se han identificado factores
bioquimicos y genéticos en la madre que
se asocian a fenotipos adversos en los re-
cién nacidos. Predictores importantes de
la talla del recién nacido incluyen glucosa
de 1 hora y el area bajo de la curva de la
CTOG. Glucosa de 2 horas e hiperhomocis-
teinemia se asocian positivamente con pro-
ductos macrosémicos y malformaciones
respectivamente. Por otra parte, algunos
SNPs mostraron asociacion con los niveles
séricos de ciertos metabolitos en cordén
umbilical.

En conclusion hasta el momento se han
identificado factores en la madre que se
asocian a fenotipos en el recién nacido que
podrian tener un papel en la programacion
fetal de enfermedades en el adulto.
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La Diabetes Gestacional se manifiesta como intolerancia a los carbohidratos que se
presenta por primera vez durante el embarazo. El embarazo es un estado
fisiolbgico de resistencia a la insulina. Para compensarlo, se da una expansion en
las células B pancreaticas y un aumento en la secrecion de insulina. La DG se
asocia con fallas en este mecanismo de adaptacion. La prevalencia global es de
1.4 a 12.3%, mientras que en México es del 3 al 19.6% [1]. La DG establece un
ambiente intrauterino adverso que se asocia con complicaciones a corto plazo en el
feto y a cambios permanentes en su metabolismo, que lo hacen propenso a
roiate cyois d@SarTollar enfermedades metabolicas y cardiovasculares en su vida adulta. Esto
ultimo se conoce como la hipétesis de la programacion fetal [2]. Dichas alteraciones
estan mediadas por mecanismos epigéneticos como metilacion del DNA, la cual
juega un papel fundamental durante el desarrollo embrionario. EI metabolismo de
| unidades de carbono provee grupos metilo para las reacciones biologicas de
metilacién. A su vez, pohmorrsmos de nucledtido Unico (SNPs) en genes que codifican para enzimas y transportadores de esta via, alteran la

biodisponibilidad de metabolitos de la misma v por lo tanto pueden modular la metilacién de DNA [4].

Identificar mecanismos vinculados a la programacion fetal impuestos por DG, a través de metilacion de DNA en genes asociados a

Objetivo

aterosclerosis/disfuncion endotelial y su modulacion por el metabolismo de unidades de carbono.
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+N=100 para detectar cambios en la metilacion del 3%

bolitos
fetales

+Niveles de alg
se ian con fenoti

CCA de variables bloquimicas de la madre en la CTOG vs.
fenotipos en el feto

1* correlacién candnica = 0.67, p=0.08. Modelo
ajustado por IMC pregestacional, sexo del
bebé, hospital de referencia, edad materna,
SDG en el parto y por tratamiento con insulina,

Resultados *Se  identificaron SNPs en enzimas vy
Tabla 1 . Metabolitos en suero de corddn umbilical al momento del parto. transpor del ‘ boli de uni de
carbono que se asocian con los niveles de
Controles Casos (DG) P-valor P_“"al'nr metabolitos en suero del cordén umbilical,
tado” diante rCCA.
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Se muestra la media + SEM. P-valor obtenido por modelos de regresion logistica. N=32. Ajustado par ancestria, hospital de referencia

*“Ajustado por edad , IMC pregestacional y semanas de gestacion, & IMC pregrestacional.

Conclusiones y perspectivas

*Se han identificado factores genéticos y metabdlicos que podrian

participar en la programacion metabdlica fetal.

+Se requieres de un modelo de estudio dirigido a genes
especificos para identificar mecanismos especificos involucrados

en la programacion fetal.

+Experimentos de rescate con folato permitiran entender mejor el
papel del metabolismo de unidades de carbono en la metilacion de

DNA y la programacion fetal.
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El cancer de mama HER2-positivo representa
del 20-30% de todos los tipos de cancer de
mama. El desarrollo de terapias blanco como
Trastuzumab (TTZ) ha permitido mejorar y
prolongar la supervivencia de pacientes con
este tipo de padecimiento. A pesar de ello, la
tasa de respuesta es baja (11-26%) y de gru-
pos que responden, la mayoria desarrolla re-
sistencia después de un ano de tratamiento.
Se han identificado diferentes mecanismos
moleculares de resistencia a TTZ entre los
destaca la activacion de cinasas citoplasmi-
cas como c-Src.

Determinar la eficiencia citotoxica de inhibi-
dores de cinasa (Dasatinib, Lapatinib, Ninte-
danib y Sorafenib) en células de cancer de
mama BT474 y SKBR3 HER2-positivo que pre-
sentan resistentes a Trastuzumab.

Se generé un modelo In vitro de resisten-
cia a TTZ en células HER2-positivo (BT474 y
SKBR3). Mediante “Western Blot” se analizo el
perfil de expresion proteica en células sensi-
bles y resistentes a TTZ. Se realiz6 un estudio
dosis-respuesta con 4 TKIs sobre células sen-
sibles y resistentes aTTZ y se estimo el IC_ .

Las células BT474-R (resistente) se obtuvie-
ron después de 24 semanas de tratamiento
(4 pg/ml 3 veces por semana), en tanto la li-
nea celular SKBR3 no presentd resistencia in-
cluso después de 28 semanas de tratamiento
con TTZ. BT474-R no presentan cambios en
el estado de fosforilacion de c-Src. Sin embar-
go, los niveles de expresion de los receptores
de progesterona alfa (PRa) y beta (PRa) se
incrementan significativamente. El estudio
dosis-respuesta muestran que las células re-
sistentes a TTZ siguen manteniendo su sensi-
bilidad a Lapatinib y que su combinacién con
TTZ no aumenta su actividad. La mejor com-
binacién para vencer la resistencia fue Dasa-
tinib con bajas dosis de TTZ (5y 10 pg/ml).

La resistencia a TTZ se genera mediante una
combinaciéon de vias moleculares que le
permiten escapar al efecto inhibitorio de la
monoterapia. Sin embargo, al momento de
combinar inmunoterapias con TKls (Dasati-
nib) se pueden bloquear varias de estas vias
y con ello vencer el estado de resistencia.

&
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1[7 BIOMEDICAS  Estudio In vitro de inhibidores de cinasa sobre
células HER2-positivo (BT-474 y SKBR-3)
resistentes a Trastuzumab.
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INTRODUCCION

El cancer de mama (CaMa) HER2-positivo es una de las
principales causas de muerte en mujeres por neoplasias,
ocupa del 20-30% de todos los tipos de CaMa y se
caracteriza por ser agresivo y de mal pronostico (Atalay, et
al., 2003). Sin embargo, el desarrollo de terapias blanco
como Trastuzumab (TTZ) ha permitido mejorar y prolongar
la supervivencia de pacientes con este tipo de
padecimiento (Nahta y Esteva, 2006). A pesar de ello, la
tasa de respuesta, como monoterapia, es baja (11-26%) y
del grupo con respuesta, la mayoria desarrollan
resistencia después de un ano de tratamiento (Nahta, et
al., 2005). Se ha sugerido que entre los mecanismos de
resistencia esta la activacion y/o sobreexpresion de
proteinas cinasas como c-Src y que la terapia con
inhibidores de cinasa podria contrarrestar estos
mecanismos de resistencia (Wang, et al.,, 2011; Zhang, et
al., 2011; Peiro, et al., 2014).

OBJETIVO

Determinar la eficiencia citotoxica de inhibidores de
cinasa (Dasatinib, Lapatinib, Nintedanib y Sorafenib) en
células de cancer de mama BT474 y SKBR3 HER2-positivo
que presentan resistencia a Trastuzumab.
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Fig. 1. Respuesta de la linea celular BT474 y SKBR3 a TTZ,
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Fig. 3. Actividad sinérgica de TTZ y Lapatinib  Fig. 4, Actividad sinérgica de TTZ y Lapatinib

en

la linea celular BT474. en la linea celular BT474-R.
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Tabla 1. IC50 para los cuatro TKis probados solos o en combinacidén con tres
concentraciones de TTZ (n=3)..

Fig. 2. Niveles de expresién en células HERZ2 sensibles y resistentes a TTZ. A) Western
Biot. B) Expresion relativa protei ida a partir del inciso A con una n=3.
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Fig. 5. Actividad sinérgica de TTZ y D inib  Fig. 6. Actividad sinérgica de TTZ y Dasatinib
en la linea celular BT474. en la linea celular BT474-R.

BT-474 Veces de dismanucion def IC50) BT474 R (Veces de o del 1C50)
Combinado con TTZ Combinado ean TIZ
ihibider | 860 [ Sugmi | fougmi | dougmi | S0° Sughd | tougil | dougml |
Lapatinib 1 3010 11 01 | 1 27 08 5
| Dasatiib | LS BB 18 | 1 - S S 1
|Ninedanib| 1 34 a1 28 1 12 28 20
[Soratens | 1 05 183 21 1 13 [ 05

Tabla 2. Resumen de las veces de disminucion de la IC50 para los cuatro TKis
probados. Asumiendo la IC50 de cada TKI solo como 1 cada valor muestra las veces de
lisminucion al binarlo con tres ¢ iones crecientes de TTZ.

CONCLUSION

Estos resultados demuestran que la resistencia a TTZ es generada mediante una combinacién de vias moleculares que le
permiten escapar al efecto inhibitorio de la monoterapia. Sin embargo, al momento de combinar inmunoterapias con TKls
(Dasatinib) se interfieren vias de senalizacion y con ello se vence el estado de resistencia a TTZ.
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Introduccion.

La vitamina biotina en concentraciones de 30
a 650 veces mas de su requerimiento diario
es capaz de mejorar la tolerancia a la glucosa
y disminuir los triglicéridos. Estos efectos han
permitido proponerla como estrategia en el
tratamiento del sindrome metabdlico y dia-
betes; sin embargo, hay escasa informacién
sobre los efectos téxicos de la vitamina en las
concentraciones y modelos biolégicos don-
de se observan estos beneficios.

Objetivo.

Determinar el efecto que produce la suple-
mentacién con biotina sobre marcadores de
toxicidad hepatica, dafo oxidante, histomor-
fologia del higado y dafo genotéxico, en un
modelo experimental en el que la biotina de-
mostré mejorar la tolerancia a la glucosay la
lipemia.

Metodologia.

Ratones de la cepa BALB/cAnN de 3 semanas
de edad recibieron durante 8 semanas una
dieta control o suplementada con biotina
(1.76 y 97.7 mg de biotina/kg alimento, res-
pectivamente). El grupo control positivo de
toxicidad, recibi6 la dieta control y se le ad-
ministré una dosis Unica de tetracloruro de
carbono (2 ml/Kg de peso) por 24 h.

'Unidad de Genética de la Nutricién, Instituto de Investigaciones

Al término de los tratamientos se sacrificaron
los ratones y obtuvieron muestras de sangre,
médula ésea e higado.

Resultados.

No se encontraron diferencias significativas
entre el grupo control y el suplementado con
la vitamina en los diferentes marcadores de
bioquimica sérica, ni en el dafo oxidante. La
histomorfologia mostré incrementos de cé-
lulas binucleadas, nucleomegalia, dilatacion
de sinusoides y vascularizacion. La prueba
de genotoxicidad mostré un incremento sig-
nificativo en el grupo suplementado con la
vitamina.

Conclusion.

La suplementacién con biotina no modifi-
c6 marcadores de toxicidad hepatica en las
pruebas de bioquimica sérica o estrés oxi-
dante. Sin embargo, los cambios en la his-
tomorfologia y la prueba de genotoxicidad
en reticulocitos indican que se requiere pro-
fundizar en el estudio de estos efectos antes
de proponer a la biotina como agente en el
tratamiento del sindrome metabdlico y dia-
betes.
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EFECTO DE LA SUPLEMENTACION

METODOS

Ratones macho de la cepa BALB/cAnN de 3 semanas de
edad recibieron durante 8 semanas una dieta control o
suplementada con biotina (1.76 y 97.7 mg de biotina/kg
alimento, respectivamente). El grupo control positivo de
toxicidad, recibid la dieta control y se le administrd una
dosis Unica de tetracloruro de carbono (2 ml/Kg de peso)
por 24 h. Al final del tratamiento, los ratones se
anestesiaron con Sevorane y se obtuvo la sangre, el
higado y la médula dsea. Se determinaron enzimas de
escape de dafio hepatico en el suero, asi como las
pruebas de dafio oxidante: actividad de superéxido
dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation reducido
(GSH), glutation disulfuro (GS5G) vy lipoperoxidacion. La
histomorfologia se realizé con la tincién de Hematoxilina-
Eosina. El dafio genotdxico se analizd determinando
microntcleos en médula ésea.

Metodologia

Modelo experimental
8 semanas de tratamiento

Dafo genotéxice M
ll Formacion de
micronticleos
Dafo hepatico r—l_“
Bioguimica sérica

FAL, ¥GT, Dafio oxidante Dafio morfolégico
AST, ALT, urea, C de NO ortes gicos HE
Bilirubinay Actividad de SOD y CAT

albumina Concentracién GSHIGESG
RESULTADOS

No se encontraron diferencias significativas entre el grupo
control y el suplementado en los marcadores de bioquimica
sérica y dafio oxidante. S5in embargo en los estudios
histoldgicos del higado se observé incremento significativo
de hepatocitos binucleados, nucleomegalia, asi como
moderada dilataciéon de sinusoides y aumento de
vascularizacion. En la prueba de genotoxicidad hubo un
incremento significativo de microndcleos en el grupo
suplementado con biotina con respecto al control

Efecto de la I ién con bioti 8 en la
biogquimica sérica

Metabolito Unidades Control Biotina ccCl,

Aspartato aminoiransferasa [T 16311 196286 9541236
Alanina aminotransfarasa L 32943.29 302424 83.3£13.2
Garna ghutamil iransferasa L 2.77:0.38 2.48:05 981078
Fostatasa alcaling Wi 16411 1964863 22378
Alburmina mgidl 3.28:0.28 2571024 4 BE0.24

Lrea maldL 52311 50.711.89 1084833
Bilirrubina Total oL 0300 040 0.22+0 029 1.22:028
Bilirubing indirecta it 0.29£0.071 0.22:0.020 102401

DE TOXICIDAD HEPATICA, ESTRES OXIDANTE Y MORFOLOGIA DEL HIGADO
Leticia Riverén-Negrete', Gloria Sicilia-Argumedo’, Carolina Alvarez-Delgado'., Jonathan Alcantar-Femandez ', 2 [

(1) Unidad de Genética de la Nutricion, INP/ [1B UNAM
(3) Centro de Investigacion Cientificos y de Educacion Superior de Ensenada, Baja California
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CON BIOTINA EN LA DIETA SOBRE DIVERSOS MARCADORES _"_| @

Cristina Femandez-Mejia’?

INTRODUCCION. La vitamina biotina en concentraciones de 30 a 650 veces més de su requerimiento diario es capaz de mejorar la tolerancia al a
glucosa y disminuir los triglicéridos. Estos efectos han permitido proponerla como estrategia en el tratamiento del sindrome metabdlico y diabetes; sin
embargo, hay escasa informacién sobre los efectos téxicos de la vitamina en las concentraciones y modelos bioldgicos donde se observan estos
beneficios.
OBIJETIVOS. Determinar el efecto que produce la suplementacién con biotina sobre marcadores de toxicidad hepdtica, dafio oxidante, histomorfologia
del higado y dafo genotéxico, en un modelo experimental en el que la biotina demostré mejorar la tolerancia a la glucosa y la lipemia.
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% Células binucleadas

Control Suplementado

% Nucleomegalia

Control Suplementado

Imagen v e | itos control y Ao con bioting, tefildos con HEE, Mostranda hepatocitos mono y binucleados,
asl como nudeomegalia. Derecha: Conteo de hepatocitos binucleados por campo y células con nucleomegalia (> 12 um). Los valores

representan la media + SEM de 9 ratones por grupo. * P £ 0.05 en comparacian con el grupo control.

A: Imagen del grupa control gue muestra una triada portal normal. B: Triada alterada con sinusoides dilatados (ds), aumento del
nimero  de conductos biliares (bd). Viena porta agrandada (pv) con rama adyacente de la vena porta (pvb), Arteria hepitica
{ha).

CONCLUSION. La suplementacién con biotina no modificé marcadores de toxicidad hepatica en las pruebas de bioquimica sérica o estrés
oxidante. Sin embargo, los cambios en la histomorfologia y la prueba de genotoxicidad en reticulocitos indican que se requiere profundizar
en el estudio de estos efectos antes de proponer a la biotina como agente en el tratamiento del sindrome metabdlico y diabetes.
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El objetivo de este proyecto es comparar
caracteristicas clinicas, celulares y mole-
culares en cultivos primarios de tumores
obtenidos de mujeres posmenopausicas
con un indice de masa corporal (IMC) ma-
yor de 30 y menor de 25 kg / m2. Ademas,
gqueremos comparar la progresién tu-
moral de diferentes entornos tumorales
en ratones atimicos de la cepa Nu/ Nuy
comparar los datos clinicos y mutaciones
de bases de datos.

Durante el periodo de mayo de 2016 has-
ta la fecha, se han procesado 18 muestras
de mastectomias radicales y por aspira-
cion con aguja fina. Se han establecido
dos lineas de células de cancer de mama
a partir de pacientes de peso normal. La
inmunohistoquimica y el andlisis Western
Blot revelaron que son subtipo triple ne-
gativo. Hemos llevado a cabo el analisis
de su tasa de proliferacion y migracion,
también los trasplantamos en 3D (forma-
cion de esferoides en cultivos primarios) a
ratones atimicos de la cepa Nu / Nu.

Hemos analizado bases de datos de pa-
cientes con cancer de mama “Breast In-
vasive Carcinoma” (The Cancer Genome
Atlas), hemos comenzado a realizar un
analisis de correlacion entre peso (en li-
bras) y diferentes variables de interés cli-
nico. El objetivo final es realizar un analisis
multivariado entre los dos grupos pro-
puestos (pacientes obesos y eutréficos) y
las 27 variables clinicas.

G

2)

INMEGEN

CENTHE MEHTD

ABC

Caracterizacion bioldgica de células de cancer de mama derivadas de
pacientes con obesidad

Luis Ernesto Badillo-Garcia'. Jose Luis Ventura-Gallegos', Alfredo Hidalgo-Miranda 3.Armando
Roberto Tovar-Palacio* Raquel Gerson- Cwilich®, Alejandro Zentella-Dehesa'?

Departamento de Medicina Gendémica y Toxicologia Ambiental, IIBO-UNAM. Programa de
Cancer de Mama, 1IBO, UNAM . INMEGEN. Departamento de Fisiologia de la Nutricion
INCMNSZ. Departamento de Oncologia Médica, Centro de Cancer, Centro Médico ABC.

El objetivo de este proyecto es comparar caracteristicas clinicas,
celulares y moleculares en cultivos primarios de tumores
obtenidos de mujeres posmenopausicas con un indice de masa
corporal (IMC) mayor de 30 y menor de 25 kg / m2. Ademas,
queremos comparar la progresion tumoral de diferentes
entornos tumorales en ratones atimicos de la cepa Nu / Nu y
comparar los datos clinicos y mutaciones de bases de datos.
Durante el periodo de mayo de 2016 hasta la fecha, se han
procesado 18 muestras de mastectomias radicales y por
aspiracion con aguja fina. Se han establecido dos lineas de
celulas de cancer de mama a partir de pacientes de peso
normal. La inmunohistoquimica y el analisis Western Blot
revelaron que son subtipo triple negativo. Hemos llevado a cabo
el analisis de su tasa de proliferacién y migracion, también los
trasplantamos en 3D (formacion de esferoides en cultivos
primarios) a ratones atimicos de la cepa Nu / Nu.
Hemos analizado bases de datos de pacientes con cancer de
mama "Breast Invasive Carcinoma” (The Cancer Genome
Atlas), hemos comenzado a realizar un analisis de correlacion
entre peso (en libras) y diferentes variables de interés clinico. El
objetivo final es realizar un analisis multivariado entre los dos
grupos propuestos (pacientes obesos y eutroficos) y las 27

variables clinicas.
i Anilisis de base de datos ganerada:

tumaoral i a
dif i do con mi
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EFECT OF A HYPOPROTEIC DIET DURING PREGNANCY AND LACTATION
e ON THE SEVERITY OF A ACUTE RENAL INJURY IN MALE RATS

Luis Enrigue Garcia-Ortufio’?, Jonatan Barrera-Chimal'?, Rosalba Pérez-Villalbal?, Luis A. Reyes Castro?, Juan Antonio

&7

Ortega Trejo'?, Elena Zambrano y Norma A. Bobadilla2.

BIOMEDICAS 'Departamento de Nefrologia y Metabolismo Mineral, 2Departamento de Biologia de la Reproduccién, Instituto

Nacional de Ciencias Médicas y Nutricdn, Salvador Zubirdn e *instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM.

Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM
2Departamento de Nefrologia y Metabolismo Mineral
*Departamento de Biologia de la Reproduccion, INCMNSZ,

La restriccidon proteica en ratas durante la
gestacion induce alteraciones morfo-fun-
cionales relacionadas con una nefrogéne-
sis deficiente. La lesién renal aguda (LRA),
es un padecimiento relevante debido su
alta morbilidad y mortalidad. El objeti-
vo del estudio es evaluar el significado
funcional y morfolégico de la restriccion
proteica durante la gestacién, lactacion
0 ambas, después de un episodio de LRA
provocado en las crias en edad adulta. Se
cruzaron ratas hembras con machos y en
el momento de la concepcién se inclu-
yeron los 4 siguientes grupos: grupo CC:
dieta control durante la gestacion y lac-
tacion, grupo CR: dieta control durante la
gestaciény restriccion proteica durante la
lactacion, grupo RC: dieta con restriccion
proteica durante la gestaciéon y control
durante lactacion, y grupo RR : dieta con
restriccion proteica durante la gestaciony
lactancia. Después de 3 meses, las crias se
sometieron a isquemia renal (IR) bilateral
por 45 min y reperfusién por 24 h o ciru-
gia falsa.

Se midié presion arterial media, flujo
sanguineo renal (FSR), peso renal y de-
puracién de creatinina después de 24 h.
El dano por IR renal se caracterizé por re-
duccion en el FSR e incremento en el peso
renal. El grupo CR+IR tuvo el FSR mas bajo,
sin embargo fue similar al grupo CC+IR.
En el grupo RC, la IR no indujo disminu-
cion en el FSR, ni incremento en el peso
renal, a pesar de una disfuncién renal sig-
nificativa. En el grupo RR+IR los valores de
creatinina tendieron a ser mas altos que el
CC+IR. En conclusién, nuestros resultados
sugieren que la restriccion proteica ma-
terna durante la gestacion y/o la lactan-
cia tienen diferentes repercusiones en las
crias ante un evento de IR renal. Estas in-
tervenciones nutricionales nos permitiran
profundizar en los mecanismos de dafio y
reparacion que impactan en la estructura
y funcién renal después de un episodio
de LRA.

Introduction

The alteration of the uterine environment during gestation has important
repercussions on the development of organisms. In particular, protein
restriction in rats during pregnancy has been reported to induce morpho-
functional alterations related to a deficient nephrogenesis, which may also
have repercussions in countries with a low economic income, where
undernutrition is frequent. In addition, acute kidney injury (AKI) is relevant
due to the increase in its frequency and its impact on the health, survival
and quality of life of patients suffering from it.

To evaluate the functional and morphological significance
of protein restriction during pregnancy, lactation or both in
the severity of an episode of acute renal injury during the
adult stage of the offspring.

Experimental Protocol

Female rats were mated and at the
time of conception were randomly ;
assigned to the following groups: 1) €€ L8
group: control diet during pregnancy
and lactation, 2) CR group: control diet Control v ;
during pregnancy and protein  pregnancy
restriction during lactation , 3] RC

group: protein restriction diet during Control v v
pregnancy and control diet during  Lactancy
lactation and 4) RR group: restricted

diet during pregnancy and lactation.

Restricted v v
Restricted L v

Three months after birth the offspring of each group underwent a surgical procedure to
induce bilateral renal ischemia for 45 min and reperfusion of 24 h (IR} or false surgery
{SH). Rats were placed in metabalic cages for collection of urine. After 24 h, mean blood
pressure (MAP, mmHg), renal blood flow (RBF mL/min), renal weight (RW g) were
determinates and a blood sample for determination of creatinine clearance {GFR ,
mL/min).

Diet during lactancy ~ Groups of Procedures

Conception Diet during pregnancy offspring Sham or Ischemia
I
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Discussion and Conclusions

* In normal conditions, the RBF was significantly lower
in the CR and RR groups, compared to the control
group. This effect was more evident in the double-
restricted group (RRSH). Therefore, these groups
exhibited a significant renal hypoperfusion.

+ After 24-h post-ischemia, all groups exhibit a similar
elevation in proteinuria and a similar reduction in
creatinine clearance, however, the CR and RR groups
did not exhibit renal hypoperfusion as the CC and CR
groups had. These results show that the CR and RR
groups had a better reestablishment of the renal
vascular perfusion after an ischemic injury.

* These nutritional interventions will allow us to deepen
in the mechanisms of damage and repair that impact
renal function and structure after an AKI episode.
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La Zona Metropolitana de la Ciudad de Mé-
xico (ZMCM) tiene altos niveles de material
particulado (PM) y ozono (O3) que se produ-
cen por la actividad industrial y el abundante
flujo vehicular, el PM tiene asociados com-
puestos organicos como los hidrocarburos
policiclicos aromaticos (PAHs) generados en
la quema de combustibles fosiles. Algunos
PAHs se consideran carcinégenos debido
a su capacidad de danar el DNA al generar
aductos. Los niveles de contaminantes en la
ZMCM cambian a lo largo del ano debido a
las condiciones climaticas. Los PAHs tiene la
capacidad de atravesar la placenta y llegar al
feto en desarrollo. Para investigar si la presen-
cia de aductos en sangre de cordén umbilical
se asocia a los niveles de PM en la ZMCMy a
genes de susceptibilidad, se invitdé a mujeres
gestantes del Hospital de Gineco-Obstetri-
cia 3 en el Centro Médico Nacional “La Raza”
a participar en el estudio. Se determinaron
los niveles de aductos en el DNA mediante
32P-Postlabeling.

PCR-RFLP fue usado para la determinacién
de las variantes alélicas de CYP1B1, MGMT,
NQOT1 y PCR multiple para GSTM1. Se midie-
ron los niveles de 8-Isoprostano por medio
de HPLC. Los niveles de PM10y O3 fueron ge-
nerados por la Red Automatica de Monitoreo
Atmosférico. Los resultados muestran que la
mayoria (64%) de los RN tienen niveles de
aductos mas altos que sus madres. Se encon-
tré una asociacién positiva entre el nivel de
exposicion a PM10 durante el dltimo trimes-
tre de la gestacion y los niveles de aductos en
madres y en RN. Los niveles de 8-isoprostano
fueron mas altos en los RN comparados con
sus madres y no se encontraron asociaciones
significativas con los niveles ambientales de
03. El polimorfismo CYP1B1*3 se encontrd
asociado con un mayor nivel de aductos en
los RN. Se determind la frecuencia de micro-
nucleos en madres y RN, los cuales no mos-
traron asociacion con los niveles de PM10.
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Efectos de la exposicion prenatal a la contaminacion atmosférica

en la Zona Metropolitana de la Ciudad de México

Maciel-Ruiz, J. A%, Petrosyan, P!, Ostrosky-Shejet, P.!, Salazar-Martinez, A. M.%, Sordo, M.}, Lopez-Arellano, R.2, Rodriguez-Patifio G.?, Lopez-Rivera, C.}, Montero-
Montoya, R. D.}, Robles, R.2, Vel6z-Martinez, G.2, Gonsebatt, M, E1*
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Introduccion

La Zona Metropolitana de la Ciudad de México [ZMCM) tiene altos niveles de material
particulado (PM) y ozono (0,) que se producen por |a actividad industrial y el abundante flujo
vehicular. El PM tiene asociados compuestos orgdnicos como los hidrocarburos policiclicos
aromaticos (PAHs) los cuales se producen por la quema de combustibles fosiles. Algunos PAHs
se consideran carcindgenos debido a su capacidad de dafiar el DNA al generar aductos. El O
presente en el aire puede tener la capacidad de generar estrés oxidante. Los niveles de
contaminantes en la ZMCM cambian a lo largo del afic debide a las condiciones climaticas.
Los PAHs tiene la capacidad de atravesar la placenta y llegar al feto en desarrollo, ademas el e
0, puede generar estrés oxidante que puede afectar al feto o la placenta. En este trabajo se

explord la presencia de PAHs-aductos en el DNA y dafio oxidante de las madres y recién

nacidos durante las estaciones seca y lluviosa en la ZMCM teniendo en cuenta polimorfismos

alélicos en enzimas metabolizadoras de PAHs.

Resultados

Cambios estacionales en las concentraciones de PM10 y PM2.5 en ZMCM durante el periodo 2011-2015
- Pl e Pl
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Figura 1: Niveles de PM en la ZMCM durante el periodo 2011-2015. Concentraciones de PM10 (particulas inferiores a 10pm) v PM2.5
{particulas inferiores a 2.5um). Los datos los pi i les obtenidos de las i por hora de la RAMA.

Media = desviacion estindar. Estadistico: ANOVA.
Correlaciones entre la concentracion de PM y los niveles de aductos durante el Uitimo trimestre de gestacion
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Figura 3: Correlacidn de los niveles de exposicidn a PM10 y los niveles de aductos en el DNA de madres y recién nacides en diferentes
wentanas de tiempo durante el Gitimo trimestre de gestacidn. Correlaciones de Spearman,

Niveles de micronicleos en muestras de madres y recién nacidos por estaciones

20

Figura 5: A) Niveles microndceos
en sangre de madres y recién
nacidos de la IMEM;
Madres=103, Recién nacidos=86.
Prueba: U de Mann-Whitney,
*p<0.0001. B) Frecuencia de
microndcleos por época del afio.
MO Dry=52, MO Rainy=41, NB
Dry=52, NB Rainy=59. Prueba:
Kruskal-Wallis, *p<0.0001.
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Metodologia

Unidad Médica de Alta Especialidad, Hospital de

IMSS| Gineco-Obietricia Mo, 3. Centro Médico Nacional
||

“La Raza’, IMS5..

v

Mujeres embarazadas > 36 semanas.
j\\ Zona Norte ZMCM. n=150 binomios .. Consentiminnto informac.
[madre-recién nacido) de la estacién seca =
5

Cuestionario [Criterios de

y de lluvias. Inclusiénfexclusion). % Nacimiento ©
v
i ecidn del O
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Figura 2: A} Niveles de aductos en el DNA de sangre de madres-recién nacidos de la ZMOM determinados
por ¥p-Postlabeling. MO=Madre, NB=Recién nacido. n= 106. p<0.05; Prueba: U de Mann-Whitney. B)
Correlacién entre los aductos en el DNA de sangre materna (MO) y los aductos de sangre de corddn
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Figura 4: A} Niveles de B-isopostano en muestras de plasma de madres y recién nacidos. *P-value<0.0001,
estadistico: U de Mann-Whitney. B] Correlacién entre los niveles de B-isoprostano en madres y recién nacidos,
comelacién de Spearman: p=0.2187, C1 95% [-0.0B178-0.4827], p-value=0.06.
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CONCLUSIONES

Las concentraciones de PM en ZMCM tienen el potencial de dafiar el DNA los habitantes de |a
ZMCM, pero lo mds importante es que el efecto es notorio en los recién nacidos expuestos
por via intrauterina a los PAHs. Podemos observar la transferencia transplacentaria de PAHs
derivada de la exposicion materna a PM. Se han encontrado asociaciones preliminares en los
niveles de aductos y el polimorfismo CYP1B1*3.
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Alteraciones en la citfocinesis como un mecanismo
alternativo de toxicidad inducido por paclitaxel
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La division celular es un importante blan-
co terapéutico contra el cancer. El Paclita-
xel (PTX) es una droga antimitotica que
impide la salida de mitosis. Como resulta-
do de la accion del PTX, la célula muere
en mitosis o escapa del arresto por mito-
tic slippagen (MS). Las células liberadas
del arresto son recluidas en G1, progresan
en el ciclo celular o mueren por apopto-
sis. Se sabe que el PTX provoca dano al
DNA y toxicidad en células que se libe-
ran de un arresto mitotico. Por otra parte,
nuestro grupo demostré que durante el
MS la célula tiene cambios drasticos en la
membrana similar a la citocinesis. Debido
a que el PTX permite la formaciéon de sur-
cos citocinéticos (SC), proponemos que
los movimientos de la membrana durante
el MS se deben a la formacién de surcos y
que estos mismos causan dano al DNA y
la toxicidad observada posteriormente. El
objetivo de este trabajo es hallar la rela-
cién entre la formacion de SC y toxicidad
en células tratadas con PTX liberadas de
un arresto en mitosis.

Nuestra hipoétesis es que el PTX permite la
formacion de SC en la mitosis, provocan-
do dano al DNA y aumento en la toxici-
dad. Como modelo se establecié la linea
celular HCT116 y el tratamiento con PTX
y PTX + agentes anticitocinesis. Se obser-
vo similar indice mitético (IM) en ambas
condiciones que fueron tratadas. Esto su-
giere que los farmacos anti-citocinesis no
inducen variacion en el arresto y salida
de mitosis. También se evalué la capaci-
dad de los farmacos utilizados en inhibir
la citocinesis. Se obtuvo el indice de cé-
lulas binucleadas y se midi6 toxicidad y
poliploidia en citometria de flujo (CM).
Donde se obtuvieron las concentraciones
minimas efectivas para inhibir la citocine-
sis con una menor toxicidad y se evaluo
el dano al DNA con YH2A X por CM, don-
de se observé un incremento gradual en
el dano al DNA después de la salida del
arresto mitotico. En conclusién, el trata-
miento del PTX en células que escaparon
del arresto mitotico generé dano al DNA
por un mecanismo alternativo.
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“Efecto citotoxico del paclitaxel en células HCT116 después de un arresto
mitotico prolongado”
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Una de las principales manifestaciones de
plasticidad cerebral en el adulto es la neu-
rogénesis. Las nuevas neuronas se origi-
nan de células precursoras neurales (CPN)
que tienen la capacidad de proliferar y
diferenciarse. Se ha reportado que la ad-
ministracion aguda sistémica de LPS pro-
mueve la disminucién de la neurogénesis
en el hipocampo, evidenciada por la dis-
minucion de células proliferativas Brdu+
que co-expresan Dcx un marcador de
neuroblastos. Sin embargo se desconoce
si la inflamacién afecta la capacidad proli-
ferativa de algun tipo especifico de CPN, a
través de la regulacién de su ciclo celular.
Con fin de analizar si la inflamacién por
LPS afecta la proliferacién de las CPN. Ra-
tones C57/BL6 fueron inyectados ip con
LPS (1Tmg/kg de peso), 8 dias después los
ratones se sacrificaron, se obtuvo el hipo-
campo y las células se cultivaron en con-
diciones de proliferacién, en estas con-
diciones las células proliferan y forman
agregados en forma de esfera.

Se encontré disminucién del cincuenta
por ciento en el nimero de neuroesferas
provenientes del cultivo de los ratones
LPS comparado con el control. Para de-
terminar si la disminucion en la capaci-
dad proliferativa estaba relacionada con
una desregulacion en el ciclo celular de
las CPN. Se realizé un andlisis por citome-
tria de flujo de las células obtenidas 8 dias
post-inyeccién de LPS, se midio el porcen-
taje de células en cada fase del ciclo celu-
lar, asi como de las poblaciones que ex-
presan las proteinas; Tbr2, Dcx, Nestina y
Blbp. En los sujetos LPS, disminuyo el nu-
mero de células totales enfase S,G2y My
se encontro una disminucién en el nUme-
ro de CPNs tipo 2a: Tbr2+/Dcx- en fase Sy
M. Con estos resultados se concluyé que:
es posible realizar estudios ex-vivo de in-
flamacién aguda y que la administracion
de una unica dosis de LPS limita la capa-
cidad proliferativa de al menos el tipo 2a
de CPNs de hipocampo, probablemente a
través de la disminucion de este tipo de
precursor en fase S, G2 y M del ciclo celu-
lar.
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1Una de las pi manifestaciones de plosticidad cerebral en el adulto es la neurogénesisi Efecto de aguda LPS
len el hipocampo. Las nuevas neuronas se arginan de células precursoras que tienen lal 0 2L idenar S ADRR IO,
'cc:pacidud de proliferar v diferenciarse, a estas células se les conoce como células!
'precursams neurales (CPN). 5e ha reportado que la administracion aguda sistemica de LPS,
{un lipopolisacarido que se utiiiza para inducir un estado Inflomatorio] induce la disminuciénl
jde la neurogénesis en el hipocampo, evidenciada por la disminucién de células Brdu+ quey
jco-expresan Dox un marcador de neuroblastos', 1
lAungue se ha reporfado que la inflomaciéon por la administracién de LPS provocal
ldisminucién de la neurogénesis, se desconcce si la inflamaocidn afecta la ccpuc:dad'
lprul'sl'ercnivu de algun tipo especifico de CPN, a fravés de la regulacién de su ciclo celular.
El presente frabajo tuvo como objetivo analizar s la inflamacién aguda sistémica cousudul
por la administracion de LPS afecta lo copacidad proliferafiva de algun tipe parficular dey f
1 CFNs de hipocampo de ratén y el posible mecanismo que subyace la disminucion. 4
IPara lograr el objetivo se administrd una dosis ip. de LPS a ratones y se evalud lo capacidad| Grafica 1. Efecto de la
Iproliferativa de las CPMNs mediante: el ensayo de formacién de neurcesferas? y el andlisis del inflamacion aguda sistémica por
ljas fases del ciclo celular de diferentes poblaciones de CPNs utiizando inmunohistoguimica y' LPS en el nimero de
citometria de fiujo. : neurcesferas oblenidas (LP5 n=4,
El ensayo de neurcesferas mastrd una disminucién del cincuenta por ciento del numero del V?h_"_c}{l,‘?f?! N
jneuroesferas provenientes del cultive de los ratones inyectados con LPS comparado con el T o
jorupe inyectade con salino. Mientras que o citometria de flujo mostrd que en los sujetos] ] i Ll A 1o oz B -n‘ja. o
linyectados con LPS, disminuyd el numero de células totales en fase 5, G2 y M v se enconirdl - 1 50 v " o
luna disminucion en el nimero de CPNs tipo 2a: Thr2+/Dex- en fase S y M. I §i |
ICon estos resultados se concluyd que la administracion de una Unica dosis de LPS disminuye' o 1
la capacidad proliferativa de las CPNs de hipocampo, probablemente por una disminucion 7 g
de CPN en tase 5, G2 v M del ciclo celular, siendo posiblemente las células Tipo 2a las mds| - ] i <
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.3" Figura 1. Fotos representativas de las

neurcesteras obtenidas. A} Neurcesfera
vista en microscopio de campo claro.
B) Inmunoflucrescencia de una
MNeuroesfera. Rojo; GFAP [marcador de
CPHN tipo 1). Azul: nicleos marcados
con Hoechst,
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Figura 2. Ejemplo de un andlisis del ciclo celular utilizando el marcaje con

Hoechst y Kié7. A} Andlisis de celulas provenientes de ratones administrados

Estrategia experimental utilizada para evaluar los efectos de la inflamacién

c[gudo sistémica sobre la prollleruclén de CPN con el vehiculo, B) Andiisis de células provenientes de ratones administrados

= con LPS.
Ratones C57BL/6. Dig 1 8 Cullivo {10das) 18
machas, 8 |7 | = A Efecto de Ia inflamacin aguds per LPS Efecto du ks inflamacién aguda por LPS
SEemands. I ?I! ol porcentaje de células Ki6T+ anfase 5. G2y M. #n 8l parcentaje & cllulas KiET+/Thels #n Fase S, G2y WL
8 : 520 16
+ Grupo experimental: + Sacrificio de ratenes. = Andiisis del & E}
Administracién de LPS ip; + Oblencion de célulasde  nimero de 5 s H
I1mg/kg de peso (n=4) hipocampo por neuroesferas H § 10
Grupo confrol: disgregacion del tefido. formadas. g 10 i
;‘;:"‘;g;":::ﬁ'::;ﬁm + Culfive de células en T o8
"' condiciones de 3 3
proliferacion para la oo goo

obtencién de
neurcesferas.

Notas sobre el ensayo de formacién de neuroesferas.

Los células se cultivaron en condiciones de proliferacién con factores de crecimiento. En C _ Beom e ke sl purLPS G:Iaﬁ:“? 3y 45{6;';?: L or LPS
estas condiciones las CPMs proliferan y forman agregodos en forma de esfera. Con este g moe GAETTImER T S ':ncc'l clc‘:: "::;Ucl’éﬁu d;é];N ; lea pet

ensayo es posible analizar la capacidad proliferativa de las células basandose en el nimero
de neurcesferas presentes en el cullive.

Esirategia experimental para determinar si la disminucién en la capacidad
proliferativa estd relacionada con una desregulacién en el ciclo celular de las
CPNs.

Dia ]| 8,
Ratones |
C57BL/6. + Grupo experimental: + Sacrificio de ratones.
machos, 8 Administracién de LPS ip:  * Obtencidn de células de hipocampo
Semanas. Img/kg de peso [n=5) por disgregacion del tejido y purificacion
Grupo conlrol: de CPNs por gradiente de percoll.

Administracion de - Andlisis del ciclo celular de los distintas

solucien salina (n=4) poblaciones de CPNs utilizando

citometria de fiujo.

Notas sobre el andlisis del ciclo celular por citometria de flujo.

Se utilizaron los anficuerpos Tor2 y Dex para distinguir las diferentes poblaciones de CPNs y un
colorante de DNA [Hoechst) mas el marcaje de la proteina Ki-47, gue se encuenira

unicamente en células que estan en interface © en mitosis.

'Ekdahl C., et al. Proc Noll Acad 5ci U § A, 2003., *Monje, M. and Palmer 1., Science 2003, *Walker T. and
Kempermann G.. J. Vis. Exp. 2014. Este proyecto fue apoyado por DGAPA PAPIIT, IN203015.

A} Efecto de la inflamacién aguda
por LPS en el porcentaje de todas
los células Kié7+ en fase 5,G2 y M.

B] Efecto de la inflamacidn aguda
por LPS en el porcentaje de las
células Kig7+/Tor2+ en fase 5.G2 v
M.

C) Efecto de la inflamacidn aguda
por LPS en el porcentaje de las
células Kié7+/Tor2+/Dcx- (CPNs
Tipo 2a) en fase 5,G2 y M.
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La neurogénesis se mantiene en la zona
subgranular del giro dentado del hipo-
campo adulto. La neuroinflamacién altera
los componentes celulares y molecula-
res del nicho neurogénico afectando la
proliferacion y sobrevivencia de células
precursoras neurales (CPcN) con la con-
secuente reduccion de la neurogénesis.
Aunque la fase proliferativa depende de
la tasa de activacién de células troncales
neurales (CTNs), la tasa proliferativa de
células progenitoras neurales (CPgN) y de
neuroblastos, aun se desconoce si la neu-
roinflamacién afecta el comportamiento
proliferativo de alguna poblacién en par-
ticular. El objetivo fue evaluar el efecto de
la neuroinflamacién sobre la proliferaciéon
de las diferentes poblaciones de CPcN.
La neuroinflamacién se indujo con Tiip
de LPS en ratones C57BI6 machos de 2
meses. La proliferacion celular se evalué
con marcaje corto de BrdU+ y la capaci-
dad proliferativa con la dobleinmunode-
teccion BrdU+Ki67+. La estimaciéon del
numero de células se realizé con inmu-
nofluorescencia y microscopia confocal.

El tratamiento con LPS provocé reduc-
cion del 70% de la exploraciéon en cam-
po abierto y pérdida del 7% del peso
corporal a las 2 y 24 h, respectivamente,
ambos indicadores de inflamacion sisté-
mica. La neuroinflamacion se caracterizé
por la activacion de la microglia (células
Ibal+Ed1+) y por niveles hipocampales
elevados de IL-6. La neuroinflamacion
disminuyd el numero de células BrdU+ y
Ki67+. Las células BrdU+Ki67+ mostraron
una tendencia a disminuir. La mayor pro-
porcién de células BrdU+ o Ki67+ fueron
DCX+ sugiriendo que las CPgN 2b tienen
la mayor capacidad proliferativa en con-
diciones fisiolégicas. La neuroinflamacion
afecté principalmente a las células DCX+
que podria ser consecuencia de pérdida
de su capacidad de re-entrada a ciclo ce-
lular, disminucidn de su sobrevivencia ce-
lular, disminucién de la proliferacion de
las CPgN 2a o de las CTNs.

La investigacién continuara con la evalua-
cion de la proliferacion de células Sox2+y
de Caspasa 3.

La neuroinflamacion inducida por LPS disminuye la proliferacion de células DCX+
en el hipocampo de ratones adultos

Martha Pérez*, Angélica Zepeda Departamento de Medicina Genémica y Toxicologia Ambiental Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM
T Ciudad Universitaria, Clrculto Exterior $/N, C.P. 04510, Ciudad de México.
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1. Introduccién 4. Resultados

La neurogénesis El tratamiento con

LPS provoco una reduccion del 70%
en la exploracion del campo abiertoy una
pérdida del 7% del peso corporal a las 2 y 24 h,
respectivamente, ambos indicadores de inflamacion

sistémica. La neuroinflamacion se caracterizo por la activacion
de |a microglia (células Ibal+Ed1+) y por niveles hipocampales
y la sobrevivencia de las células precursoras neurales (CPcN) con elevados de IL-6.
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se mantiene en la zona subgranular
del giro dentado del hipocampo adulto. La
neurcinflamacidn altera los componentes celulares

y moleculares del nicho neurogénico afectando la proliferacion

la consecuente reduccion del ndimero de nuevas neuronas. Aungue la
fase proliferativa depende de |a tasa de activacion de las células troncales
neurales (CTN), de la tasa proliferativa de las células progenitoras neurales

(CPgN) v de los neuroblastos, aun se desconoce si la neuroinflamacién

afecta el comportamiento proliferativo de alguna poblacién en particular.
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Flavonoids are phenclic compounds that are naturally produced by plants,
which shows several biochemical and pharmacological properties’. The
chemical structure of these compounds comprise three heterocyclic
hydrocarbon rings with hydroxyl or methoxy substituents? (Fig. 1). This structure
is similar to polycyclic aromatic hydrocarbons (HAP's), which are pro-
carcinogens that can be metabolized by cytochrome P450 1A1 (CYP1A1) and led
to harmful metabolites®. Therefore, considering the structural similarities
Departamento de Medicina Gendmica y Toxicologia Ambiental. between flavonoids and HAP's, we are interested in describe the flavonoids
Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM ability to inhibit the enzymatic activity of human CYP1A1. ; determine the activity and
B
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Membrane fraction of E.
coli harboring
recombinant human
CYP1A1 was used

7-Ethoxyresorufin O-deethylation
assay (EROD) was carried out to

In this work, we study how nine of the i E S /H

o R = g of nine flavonoids (fig 2)
Agradecimientos. most representative flavonoids in the plant mt]\‘ e
Este trabajo fue apoyado por el programa de Salud y Medio kingdom can inhibit the enzymatic activity Ré 1/ rom
Ambiente y el Instituto de Investigaciones biomédicas. UNAM. ¢

of human CYP1A1.

Fig 1. General structure of flavonoids
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CYP inhibitory potency

was performed by
potency. nonlinear regression of
To determine the type of inhibition. experimental data,
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To ex.plcre CYP1Al/inhibitor interactions through computational MichastisoMerten
modeling

equation.

Molecular couplings of
the flavonoids were
performed using the

three dimensional
structure of the

crystallized human
CYP1AL (fig 3).

To identify which flavonoids has the higher human CYP1A1 inhibition

Fig 3. Three dimensional structure of human

Los flavonoides son compuestos fendlicos

La inhibicion mas potente fue observada

CYP1A1 crystallized

producidos naturalmente por las plantas, con los flavonoides que poseen el menor The highestinbibiion. "™ T
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cromo P450 1A1 (CYP1A1) produciendo las interacciones con los distintos inhi- inbibftors. PR R SR e e S e S
metabolitos capaces de generar aductos bidores. Los tres compuestos probados i S S P e
en el ADN que contribuyen con procesos presentaron energias de unién favorables e e A Y s

carcinogénicos.

Se utilizé fraccion membranal de Esche-
richia coli que contiene CYPT1A1 huma-
no recombinante. Se realizé el ensayo de

con valores de alrededor de -12 kcal/mol

El numero de sustituyentes hidroxilo en
la molécula, asi como la posicién de estos
en el anillo A, B o Cinfluye en la potencia

y 1.
Table 1. Parameters of inhibition of human CYP1A1 by 3-HF, 5-HF and flavone.

The orientation of the molecules in the active site of CYP1A1 is similar, the
rotable portion of the three flavonoids is interacting with the heme group of
the enzyme (table 2).

The binding energy of the three flavonoids is similar. As is shown by the
maolecular model, all three has the same amount of interactions. Seven of the
nine residues that participates in the interactions, are the same,

* Flavonoids are potent inhibitors of human CYP1A1 and can be considered
potential chemopreventive agents.

= The flavonoids with less or without OH groups display the highest CYP
inhibition.

* The position of the OH groups influence the interactions with amino acids
residues at the binding site.

* As long as flavonoids interact with more amino acid residues, the binding
energy of the ligand is higher. In human CYP1A1l, the residues: Phe224,
lle383, Gly31e, Asp313 and Ala317, retain interactions with the different
ligands, this suggests that they are important for recognition and binding.

Etoxirresorufin-O-desetilasa para deter-
minar la actividad y la concentracién in-
hibitoria 50 (IC50) de nueve flavonoides:
quercetina, morin hidrato, miricetina,
kaempferol, luteolina, fisetina, 3-hidroxi-
flavona, 5-hidroxiflavona y flavona. Se
realizaron modelos computacionales del
modo de unién de los flavonoides mas
potentes

de i n h i bicio’n d e I a actividad d eI CYP 1 A 1 '_.:'::’. :.: Phe258, Gly316, Ser122, Alal17, Asp3id, Phe2Sd, Leu3l2, Phe2S8, Phel24, :::::;:t’;- ;::::;hi’n‘l);!

Phel23, Asp3ld, Leud12, Phe2S8, Asp313, Phelld, Asp313, Bell5, Ala317, LeudS6, Me386, Ala317, Leu321, Phel58,
il Aa317, lledB6, Pheddd, Phelld, GhyI16, Alad17, Be386 Ser122,  Serlll, Ned8, Phel2d, Leudl2 Phed1d, Glyd16,

humano. R R e o Ay
Los residuos conservados son importan-

tes para el reconocimiento y la interac-
cion de la proteina con el ligando.

Table 2. Effect of different concentrations of flavonoids on human CYPIAL activity
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Introduccion.

La estimulacion del nervio vago (ENV) es una
opciéon terapéutica para los pacientes que
padecen epilepsia farmaco-resistente (EFR).
Los mecanismos que subyacen en la efecti-
vidad del tratamiento no estan claramente
definidos.

Objetivo.

Mediante un estudio transversal y longitu-
dinal en pacientes con EFR, evaluar si la res-
puesta terapéutica a la ENV se asocia con
cambios en los perfiles linfocitarios periféri-
Cos.

Material y Métodos.

Se incluyeron en el estudio 17 pacientes con
EFR a quienes se les colocaron un estimula-
dor vagal. Seis de ellos fueron seguidos des-
de 1 a 22 meses. Utilizamos la escala de Mc
Hughes para evaluar la eficiencia de la ENV
sobre el niumero y la intensidad de las crisis.
Se fenotipificaron las poblaciones linfoideas
periféricas por citometria de flujo, evaluando
los marcadores de activacion y los fenotipos
reguladores.

Resultados.

47% (8/17) de los pacientes respondieron a
la ENV. Los pacientes (R)Respondedores pre-
sentaron una proporcion significativamen-
te mas alta de CD4CD38 (P=0.02). 87.5% de
los pacientes Ry 50% de los pacientes NR
tenian una pila funcional (P= 0.28), evento
gue se asocié con una mayor proporcion de
CD4CD38 (P=0.03).

Discusion y Conclusiones.

Los resultados muestran que la mejoria cli-
nica de los pacientes se asocia con cambios
significativos en las poblaciones linfocitarias.
La respuesta al tratamiento y la funcionali-
dad de la ENV se asocié con un aumento del
porcentaje de linfocitos con fenotipo de acti-
vaciéon temprana CD4CD38.
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Introduccion

La epilepsia es un trastorno neuroldgico que afecta a 50 millones de personas en
el mundo, entre el 75-80% de los casos de esta enfermedad se encuentran en
paises en vias de desarrollo. Su incidencia en paises en vias de desarrollo es de
50/ 100, 000 personas. La principal caracteristica de esta patologia es la presencia
de crisis epilépticas espontdneas y recurrentes, resultando de descargas
sincrénicas y anormales de una poblacidn neuronal. Uno de los fenomenos que
ha cobrado importancia en los Gltimos anos es la participacion de la inflamacion
en su fisiopatologia. La epilepsia se define como farmacorresistente cuando se
han ensayado uno o dos medicamentos en dosis terapéuticas sin que se logre un
control de las crisis convulsivas. Una de las estrategias que se ha tomado para
tratar esta condicion, es la estimulacién eléctrica del nervio vago (EENV).

Se ha reportado que la EENV es efectiva en diferentes tipos de crisis epilépticas
parciales y recientemente en crisis epilépticas generalizadas (reduccion entre el
30 y 85%) (Majore Hl, 2009). Este efecto ha sido demostrado tanto en la

TRANSVERSAL STUDY- COMPARISON OF LYMPHOCYTE PHENOTYPES AND CYTOKINES BETWEEN CONTROLS AND
RESPONDER AND NON-RESPONDERS PATIENTS,

poblacién infantil como adulta (Santiago-Rodriguez et al., 2006). Hasta el ! Rmn;‘:"""’"‘:‘f;’mmm ! c’;}:‘:" ===t i
momento lo que se sabe es que la EENV disminuye la inflamacion periférica. Es | | Neg | NeB | | | |
conocido que el estado inflamatorio periférico es capaz de influenciar el estado 'm:m | ’i-::;’l" ?3 :*:: | 254t78 | o082 | :?: | :-:‘:
inflamatorio del sistema nerviosos central. Asi podria ser factible que uno de los | CoBCD38 I B2i56 | FEnT [ L) I L
mecanismos que participe en la eficiencia de la EENV en las epilepsias .mm ! ?:Dﬁ:: i::’:;; ! :;1 ! :;
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farmacorresistentes sea la modulacion del estado inflamatorio periférico. En el coaco3s [ 7839 i7s |k N |
presente trabajo se pretende evaluar si la eficacia de la estimulacién vagal puede CD4FaxPICO25 | o703s | vosnoEr (|07 | 032 | o6
ser dada por un efecto anti-inflamatorio periférico. Esto nos permitird entender :',i:,ﬂ i “::_;;:;9 I .,3;;;:{:5 HiEs
mejor los mecanismos subyacentes involucrados en la eficacia de la estimulacién [ 5.74169
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AFTER VNS DEVICE

del nervio vago, lo cual nos permitiria proponer posiblemente nuevos manejos
terapéuticos en otras patologias neurolégicas asociadas con la neuroinflamacion.

Epileptic pationts (N=6]
L e |
Befare VNS After VNS

Objetivo

Mediante un estudio transversal y longitudinal en pacientes con EFR, evaluar si la
respuesta terapéutica a la EENV se asocia con cambios en los perfiles linfocitarios
periféricos.

12.2:36.6
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Conclusiones

“ Los pacientes epilépticos comparados con los controles presentan un aumento en la
proporcion de CD4+CDE9+ sugiriendo una activacion del estado inmunolégico
asociada a la epilepsia.

i - < La respuesta al tratamiento se asocio con un aumento en la proporcion de
CD4+/CD38+ asi como una disminucién en CD4+/CD8+/CD69+, pudiendo reflejar la
relevancia del papel de la composicién linfocitaria periférica en la modulacion de la
reaccion neuroinflamatoria.

< Estos resultados, que requieren confirmacion, podrian orientar hacia el interés de
utilizar nuevas estrategias inmunomoduladoras para el tratamiento de ciertas
epilepsias.

FENGTIPIFICACION

CD4+ / CD8+ / CD38+ [ f
CD4+ / CD8 + / CDB9+ IL4, IL6, IL10, TNF-a Respondedores: [R). Pacientes con
disminucion del nimero de crisis
> 50% (Pre-VNS | vs Semana
previa toma de sangre

CD4+ [ CD25+/
CD45RO+ / FOXP3+

L
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Se ha reportado que concentraciones far-
macoldgicas la vitamina biotina disminuye
la lipemia. En estudios previos demostramos
que la suplementacién con biotina en rato-
nes activa a la proteina AMPK, proteina re-
guladora del metabolismo mediante la cual
ejercen sus efectos medicamentos como la
metformina, la cual es usada actualmente
como el principal farmaco en el tratamiento
de diabetes y sindrome metabdlico.

Investigar los efectos de concentraciones far-
macoldgicas de biotina sobre acciones regu-
ladas por la activacion de AMPK como la lipo-
génesis, oxidaciéon de acidos grasos, lipdlisis
y laincorporacion de acidos grasos.

En adipocitos 3T3-L1 cultivados en medio
control o suplementado con 1uM de bioti-
na durante 8 dias se analizé por Western la
abundancia proteica de AMPK y de las en-
zimas lipogénicas acetil-CoA carboxilasa-1
(ACC1), acido graso sintasa (FAS). Los niveles
de mRNA de carnitin-palmitoil-transferasa
(CPT), y los transportadores membranales
de 4acidos grasos FAPT1 y CD36 por RT-PCR.
Mediante radio-ensayos la captacion y oxida-
cion de acidos grasos.

Mencion Honorffica Y

Categoria Posgrado

Por métodos enzimaticos el contenido de
triglicéridos y la lipdlisis. EI Compuesto-C
se uso6 como inhibidor de AMPK.

Comparado con el grupo control la suple-
mentacidon con biotina: 1) aument® la for-
ma activa de AMPKy afecté negativamen-
te la expresion de las enzimas lipogénicas
ACC1 y FAS. 2) Disminuy6 la oxidacién de
acidos grasos y el RNAm de CPT2. 3) Au-
mentod la incorporacion de acidos grasos
y el mRNA de FAPT1. 4) Disminuy® la lip6-
lisis. 5) No modificd el contenido celular
de triglicéridos, sin embargo la inhibicion
de AMPK aumenté el contenido de éstos.

La suplementacion con biotina activa la
AMPK e inhibe la lipogénesis de novo sin
modificar el contenido de triglicéridos, even-
to posiblemente debido a la disminucion de
la lipdlisis, el incremento en la incorporacién
de acidos grasos libres, su esterificaciéon y la
disminucién de su oxidacion.
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Introduccion: La biotina es una vitamina que actia como cofactor de carboxilasas. Independiente a esta funcién se ha reportado que en
concentraciones farmacologicas modifica diversas funciones biologicas como el metabolismo de carbohidratos y de lipidos. Estudios previos
demostraron gue la suplementacion con biotina en ratones disminuye la concentracion sérica de acidos grasos y activa a la proteina AMPK;
proteina reguladora del metabolismo que disminuye la lipogénesis y aumenta la oxidacion de los acidos grasos. La AMPK es la proteina diana de
medicamentos como la metformina, la cual es usada ampliamente como farmaco en el tratamiento de diabetes y sindrome metabdlico.

Objetivo: Investigar los efectos de concentraciones farmacolégicas de biotina sobre acciones reguladas por la activacion de AMPK como la
lipogénesis, oxidacion de acidos grasos, lipdlisis y la incorporacion de acidos grasos.

Métodos: En Adipocitos 3T3-L1 cultivados en medio control o suplementado con 1uM de biotina durante 8 dias se analizé6 por Western la
abundancia proteica de AMPK y de las enzimas lipogénicas acetil-CoA carboxilasa-1 (ACC1), acido graso sintasa (FAS). Los niveles de mRNA de
camitin-palmitoil-transferasa (CPT), y los transportadores membranales de acidos grasos FAPT1 y CD36 por RT-PCR. Mediante radio-ensayos la
captacion y oxidacién de acidos grasos. Por métodos enzimaticos el contenido de triglicéridos y la lipdlisis. El Compuesto-C se usé como inhibidor

de AMPK.

Resultados

1.- Efecto de la suplementacién con biotina en la
lipogénesis de novo

La suplementacion con biotina en el medio aumenta la forma activa
AMPK y disminuye la abundancia de enzimas clave dentro de la via
lipogenica. La Acetil CoA Carboxilasa 1 y Acido graso sintasa.

e [ b) ... = = c)
— — — — O —

Fig. 1. Andlisis por WEB sobre la abundancia de enzimas lipogénicas. a) AMPK en sus formas fotal
y fosforilada. b) Acetil CoA Carboxilasa-1 total y fostorilada. c) Acido graso sintetasa. d) Andlisis
densitométrico. n=3 experimentos independientes. Las barras representan el valor de la
MediazSEM. *P<0,05,""P<0.005. C: Control; $: Suplementado

La disminucion en la abundancia de enzimas lipogénicas no modifica
el contenido de triglicéridos en los adipocitos. Efecto que se revierte
en el grupo suplementado en presencia del inhibidor de AMPK

a) c)

b)

d) o

Fig. 2. gia de los adipocitos y ) des A) Control, B) o
Las flechas denotan las gotas lipidicas. C) Cuantificacion de triglicéridos. d) Contenido de TG
en presencia del inhibidor de AMPE por 24h. Las barras muestran la Media £ SEM

Dupli de 3 i d i *=eope(),001

2.- Efecto de la suplementacién con biotina en la
incorporacion y esterificacion de acidos grasos libres

Dado que la activacion de AMPK por la suplementacion con bictina
afecta negativamente proteinas de la lipogenesis de novo sin afectar el
contenido de triglicéridos, evaluamos la posibilidad de que un aumento
en el transporte de los acidos grasos y en la esterificacién de éstos
estuviesen participando en la acumulacién de triglicéridos.

a)

Fig. 3. a) Incorporacidn de "-Palmitato. b) Abundanca del mRNA de transporiadores de dcidos
grasos. Normalizado con respecto al grupo control y ulilizando beta-actina como referencia de
expresion endégena. c) Andlisis por WB y densitometria de la abundancia proteica de GPAT-3. n=3
experimentos independientes *P<0,05,***P<0,001

3.- Efecto de la suplementacion con biotina en la
oxidacion de acidos grasos y la lipélisis

También evaluamos si una disminucion en la oxidacién de acidos
grasos podria aumentar la acumulacion de éstos para su
esterificacién, por lo que analizamos la actividad de esta via asi como
proteinas participantes: ACC2, CPT-1y -2. Por otro lado, una
disminucién en la lipolisis podria contribuir a la acumulacion de
triglicéridos por lo que se analizd la concentracion de su producto: el
glicerol en el medio.

a) c 5 b)

Fig. 3. a) WB de ACC2. b) Cxidaciin de acldos grasos a ravés de |a produccién de 'CO; . ) WB de CPT-
1. d) Abundancia del mRNA de transportadores mitocondriales de dcidos grases normalizado con respecto
al grupo control y utifizando bet tina como ia de expresidn enddgena. &) Estimacion de la
lipofisis por cuantificacidn de glicerol libre. n=3 experimentos independientes ***P<0,005,"***P<0,001

Conclusion: La suplementacion con biotina activa la AMPK e inhibe la lipogénesis de novo sin modificar el contenido de triglicéridos, evento
posiblemente debido a la disminucién de la lipdlisis, el incremento en la incorporacién de acidos grasos libres, su esterificacion y la disminucion de su
oxidacion. Este dltimo efecto no es acorde con la activacion de AMPK, lo que sugiere que otros procesos independiente de la activacion de esta enzima

Participan en los efectos farmacoldglcos de i bidtina;
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Antecedentes.

En México, mas del 50% de mujeres con can-
cer de mama (CM) reciben quimioterapia
neoadyuvante (QTNA). Desafortunadamen-
te, al rededor del 10% de pacientes no res-
ponden al tratamiento, lo que hace necesa-
rio identificar a través de biomarcadores a
las pacientes que presentaran resistencia a la
QTNA vy asi evitarseles toxicidad innecesaria.
Un mecanismo molecular importante asocia-
do a la resistencia a farmacos es la inestabili-
dad cromosémica (INC), pero su uso es difi-
cil de trasladar a la practica clinica. Nosotros
proponemos establecer un panel de genes
asociados a INC que identifiquen a los pa-
cientes resistentes a la QTNA.

Objetivo.

Estudiar la correlacién entre la expresion de
genes asociados a inestabilidad cromosémi-
ca con la resistencia a la QTNA en tumores y
lineas celulares de CM.

Método.

Se analizaron biopsias previas a la QTNA de
33 pacientes con cancer de mamay se corre-
laciond la respuesta patoldgica con la expre-
sion de 23 genes asociados a INC, mediante
gRT-PCR.

Para validar y explorar nuestro panel de ge-
nes, se usaron seis lineas celulares de CM y se
asocio6 la expresién de los genes con la sen-
sibilidad a taxol y doxorrubicina, mediante
sulforrodamina B.

Resultados.

Se encontraron diferencias significativas en
la expresién de algunos genes de INC sélo
cuando se analizé separadamente el subtipo
luminal de CM, donde se encontré aumen-
tada la expression de BUB1 en pacientes re-
sistentes a la QTNA. Ademas, RAD9, BRCA1y
BUBR1 se mostraron mayormente expresa-
dos en los pacientes y lineas celulares tipo
luminal resistentes

Conclusiones.

Los genes BUB1, RAD9, BRCA1 y BUBR1 se
encuentran mayormente expresados en pa-
cientes luminales resistentes a la QTNA. Inte-
resantemente, dichos genes participan tan-
to en la INC como en la respuesta al dafo al
DNA, lo que sugiere la desregulacion de am-
bos fendmenos en la generacién de quimio-
rresistencia.
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ANTECEDENTES

En México, mas del 50% de mujeres con cancer de mama
reciben quimioterapia neoadyuvante (QTNA)'.
Desafortunadamente, alrededor del 10% de pacientes no
responden al tratamiento, lo que hace necesario identificar a
través de biomarcadores a las pacientes que presentaran
resistencia a la QTNA vy asi evitarseles toxicidad innecesaria®.
Un mecanismo molecular importante asociado a la resistencia
a farmacos es la inestabilidad cromosomica (INC), pero su uso
es dificil de trasladar a la practica clinica®. Nosotros
proponemos establecer un panel de genes cuya desregulacion
se asocie fuertemente a INC y que identifique a los pacientes

resistentes a la QTNA.

OBJETIVO

Estudiar la correlacion entre la expresion de genes asociados a
inestabilidad cromosémica con la resistencia a la QTNA en
tumores y lineas celulares de cancer de mama.

METODO

Se analizaron biopsias previas a la QTNA de 33 pacientes con
cancer de mama y se correlaciono la respuesta patolégica con
la expresion de genes asociados a INC, mediante gRT-PCR.
Para validar y explorar nuestro panel de genes, se usaron seis
lineas celulares de cancer de mama y se a