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MISION

La Revista de Farmacologia de Chile es considerada el 6rgano oficial de difusién cientifica y de opinion de la
Sociedad de Farmacologia de Chile. En un principio esta revista nacié como un remozado libro de resimenes del
XVIIl Congreso Latinoamericano de la Asociacién de Farmacologia realizado en Chile el afio 2008. Desde 2009 y
hasta ahora la Revista de Farmacologia de Chile ha recibido varios trabajos originales de investigacién y diversas
revisiones de temas farmacoldgicos relevantes.

La Revista de Farmacologia de Chile aborda temas relacionados con la farmacologia basica y experimental, asi como
investigaciones clinicas. Las areas tematicas principales son: farmacocinética, farmacodinamia, farmacologia
cardiovascular, farmacologia pulmonar, farmacologia endocrina, neurofarmacologia, farmacologia clinica, estudios
preclinicos, estrés oxidativo, fitofarmacologia, ciencias farmacéuticas, quimica-médica y toxicologia. También la
revista actualmente permite divulgar opiniones sobre los principales temas de salud relacionados con
medicamentos en Chile, la presentacion de lineas de investigacidn de laboratorios nacionales en donde se realizan
investigaciones farmacoldgicas, informacién de curso y programas de postgrados nacionales en farmacologia y la
publicacién de resimenes cientificos del Congreso Anual SOFARCHI.

Audiencia:

La Revista de Farmacologia de Chile esta dirigida a farmacdlogos nacionales e internacionales interesados en la
divulgacién de la farmacologia. También estd dirigida a estudiantes de pregrado de carreras universitarias del area
de la salud y ciencias biomédicas, y a estudiantes de postgrado que cursen maestrias y doctorados en farmacologia.

Periodicidad:

Se editaran 3 numeros anuales (Abril, Agosto y Diciembre) en formato digital e impreso. El nimero de Diciembre
incluird trabajos originales y los resimenes del Congreso Anual de la Sociedad de Farmacologia de Chile.

Temas a Publicar:

e Articulos originales en Farmacologia Basica, Farmacologia Clinica, Farmacoterapia y Toxicologia.

e Articulos originales de investigacion nacional e internacional en Farmacocinética y Farmacogenética.

e Articulos de revision de temas farmacoldgicos importantes sobre las diversas tematicas de la disciplina.

e Articulos de Informacién de nuevos farmacos incorporados al arsenal terapéutico nacional.

e Opiniones oficiales de la sociedad sobre los aspectos regulatorios y nuevas politicas de medicamentos.

e Articulos sobre nuevas metodologias docentes, aplicadas en Farmacologia.

¢ Informacion detallada de nuevos reportes de reacciones adversas reportadas a nivel internacional y nacional.

e Librosy revistas de los temas.

e Promocidn de actividades académicas, congresos y cursos nacionales e internacionales en farmacologia.

e Publicitar las ofertas de trabajo de insercién académica en Universidades Chilenas y extranjeras, asi como las
oportunidades de insercion laboral en la industria privada ligada al desarrollo de farmacos.

Revista de Farmacologia de Chile es publicada por la Sociedad de Farmacologia de Chile

Contacto: Avenida Independencia 1007, Independencia, Santiago, Chile. Teléfono: 56-2-29786050; Correo Electrénico: consultas.sofarchi@gmail.com;
farmacologia@med.uchile.cl

Editor: Dr. Ramon Sotomayor-Zarate, Laboratorio de Neuroquimica y Neurofarmacologia, Instituto de Fisiologia, Facultad de Ciencias, Universidad de Valparaiso.
Avenida Gran Bretafia 1111, Playa-Ancha, Valparaiso, Chile. Teléfono: 56-32-2508050; Correo Electrénico: ramoén.sotomayor@uv.cl
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EDITORIAL

Ramadn Sotomayor-Zarate, Pharm.D., Ph.D.
Editor en Jefe
Vice-Presidente de la Sociedad de Farmacologia de Chile

Este nuevo numero de la Revista de Farmacologia de Chile cuya tematica es la Neurociencia, cuenta con la valiosa co-edicion de
la Dra. Georgina M. Renard de la Facultad de Ciencias, Universidad de Valparaiso, quien pone a disposicién de nuestros lectores
revisiones sobre nuevas investigaciones en el Campo de la Enfermedad de Alzheimer y de la Adiccion a drogas de abuso. Estos
trabajos originales de destacados investigadores Chilenos y Argentinos, son de extraordinaria calidad y representan nuevos
blancos farmacoldgicos para tratar estas patologias.

Respecto a nuestra Revista de Farmacologia de Chile, durante este afio hemos realizado un gran esfuerzo colaborativo que se ha
materializado en tres nimeros tematicos que representan la publicacion de 17 articulos originales de revisidon e investigacion
(un 40% mas que el afio 2013). Ademas, junto con el Dr. Pablo Jara Picas hemos logrado satisfactoriamente la incorporacién de
nuestra revista al directorio y catalogo Latindex (http://www.latindex.org/buscador/ficRev.html?opcion=1&folio=23535), lo cual
significa un gran avance en nuestra gestion editorial y por supuesto esperamos que sea un estimulo para que nuestros lectores
nos envien nuevos articulos. En este sentido, actualmente me encuentro trabajando en la documentacién necesaria para
postular a nuestra revista a incorporacion en el catdlogo SciELO. Aprovecho también de invitar a todos los investigadores
nacionales e internacionales que son lectores de nuestra revista y que trabajen en el campo de la farmacologia, para que envien
articulos para el primer nimero del afio 2015 que corresponderd a la unidad temética de Neurofarmacologia.

Un cordial saludo y un gran abrazo para todos

Dr. Ramoén Sotomayor-Zarate

Laboratorio de Neuroquimica y Neurofarmacologia, CNPC
Instituto de Fisiologia, Facultad de Ciencias

Universidad de Valparaiso
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EDITORIAL: NEUROFARMACOLOGIA

Georgina M. Renard, Ph.D.
Profesor Auxiliar, Centro de Neurobiologia y Plasticidad Cerebral, Instituto de Fisiologia, Facultad de
Ciencias, Universidad de Valparaiso, Chile.

En la presente edicidn de la Revista de Farmacologia de Chile se presentan cuatro trabajos de revision originales realizados por
destacados investigadores nacionales e internacionales, los cuales cubren importantes tépicos en el area de la
neurofarmacologia y neuroendocrinologia. Ademas, se presentan los resimenes cientificos correspondientes al XXXVI Congreso
Anual de la Sociedad de Farmacologia de Chile.

El primer trabajo de esta revista realizado por Francisca Cornejo y Rommy von Bernhardi de la Pontificia Universidad Catdlica de
Chile, revisa el rol de los receptores scavengers en patologias como la enfermedad de Alzheimer. Se hace una breve descripcion
de las caracteristicas de la Enfermedad de Alzheimer centrandose en la “hipétesis de la disfuncidn de la glia” como patogenia de
la enfermedad. Los autores hacen una descripcion detallada de la funcidén de los receptores scavengers clase A en la patogenia
de enfermedades como el Alzheimer y la Ateroesclerosis. Finalmente se entrega en este trabajo una excelente descripcion de
como la modulaciéon farmacoldgica de estos receptores es una alternativa terapéutica para tratar estas enfermedades.

En la segunda revision Natalia Marchese y colaboradores de la Universidad Nacional de Cérdoba discuten la funcién de la
angiotensina Il del cerebro en la respuesta de estrés y el abuso de drogas, donde describen que la activacidn de los receptores
de angiotensina 1 (AT,) ejercen una regulacidn positiva sobre la respuesta al estrés. Teniendo en cuenta que se ha observado
que una respuesta exacerbada a diferentes estresores contribuye al uso compulsivo de las drogas de abuso, se revisa en detalle
en este manuscrito el papel de la angiotensina Il y la participacién de los receptores AT, en la generacion de conductas tipo
adictivas, como la sensibilizacién a anfetamina. Por lo tanto, el Sistema Renina-Angiotensina cerebral representa un novedoso
blancos farmacoldgico para el tratamiento del estrés y la adiccién a las drogas de abuso.

En el tercer trabajo realizado por Miriam Virgolini y Liliana Cancela de la Universidad Nacional de Cérdoba se revisan los efectos
neurotdxicos de la exposicion a plomo durante distintas etapas del desarrollo y como esta exposicion puede interactuar con
distintos factores, como el estrés. En este trabajo principalmente se hace una revision exhaustiva de los efectos de la exposicion
a plomo sobre respuestas neuroconductuales asociadas a las drogas de abuso, dejando claro como la exposicidn a este
contaminante en etapas del desarrollo, es un factor de vulnerabilidad para adquirir conductas adictivas, asi como a respuestas
exacerbadas al estrés.

Finalmente, en la revision de Maria Eugenia Pallarés y Marta Antonelli de la Universidad de Buenos Aires se discuten los efectos
a largo plazo producidos por la exposicion a disruptores endocrinos durante el desarrollo fetal de roedores machos. Primero se
hace una revisién sobre cdmo se produce la diferenciacion masculina, tanto a nivel Reproductivo como a nivel del Sistema
Nervioso (haciendo especial hincapié en el circuito dopaminérgico). Luego los autores hacen una descripcion de los efectos de
diferentes disruptores endocrinos, como la flutamida (un bloqueador de los receptores de andrégenos) sobre el desarrollo
reproductivo masculino a largo plazo. Finalmente, los autores detallan en esta revisidn los efectos del estrés prenatal durante el
desarrollo y la edad adulta de los machos, observando efectos similares con los producidos por la administracién de flutamida
durante la prefiez. En resumen, los autores proponen que el mecanismo de accién del estrés prenatal podria estar relacionado
con una disrupcion de los efectos producidos por andrégenos durante el desarrollo del cerebro.

Los topicos desarrollados en los articulos presentados en este nimero de la Revista de Farmacologia de Chile tienen una gran
implicancia sobre patologias muy prevalentes en la actualidad y de gran interés biomédico. Aunque los avances en en campo de
la neurofarmacologia y neuroendocrinologia de estas enfermedades todavia no permite dar una clara respuesta de los
mecanismos etioldgicos involucrados, es de gran importancia explorar nuevos blancos terapéuticos que ayuden a abordar estas
patologias de diversas aristas.

Rev. Farmacol. Chile (2014) 7(3) 4
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REVIEW ARTICLE
CLASS A SCAVENGER RECEPTORS AND THEIR ROLE ON GLIAL DYSFUNCTION IN ALZHEIMER’S

DISEASE
(Receptores Scavenger Clase Ay su rol en la disfuncién glial en la enfermedad de Alzheimer)

Francisca A. Cornejo and Rommy von Bernhardi

Department of Neurology, School of Medicine, Pontificia Universidad Catdlica de Chile, Santiago, Chile.

ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is the most prevalent dementia worldwide, with the number of patients constantly increasing due to the aging of the
population. Being the primary cause of this disease unknown, all therapeutic approaches tested up to date have failed to be effective, leading to
recognize AD as a multifactorial syndrome that apparently lacks a unique target to attack and prevent its progression.

Among the possible molecules involved in AD, class A scavenger receptors (SR-A) have been shown to participate in the phagocytosis of 8-
amyloid, and in the glial activation response induced by inflammatory stimuli. Here, we review the participation of SR-A in several chronic
pathologies, including AD and atherosclerosis, as well as the pharmacological approaches used to modulate their activity and expression. Finally,
we review their role in glial activation and their possible participation in glial alterations observed in AD, and discuss the most recent evidence
that propose SR-A as a potential target for the treatment of this disease.

Keywords: AB, glia, neurodegenerative disease, neuroinflammation, SR-A.
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1) INTRODUCTION

Neurodegenerative diseases are among the most prevalent
pathologies in aged persons. Pathophysiological landmarks
include neuronal death in specific brain areas, resulting in
behavioral impairment and dementia (Banik & Anand
2013). It has been estimated that worldwide, around 35
million people have dementia, and considering the
demographic tendency of population aging, the number
will have a 3-fold increase by 2050 (Braak & Del Tredici
2011). Among aging-associated dementias, Alzheimer’s
disease (AD) is the most frequent, affecting 24 million
people worldwide, with the number of patients doubling
every 20 years (Ferri et al. 2005).

2) ALZHEIMER'’S DISEASE

AD is characterized by a progressive loss of cognitive skills,
neurodegeneration, glial activation and neuroinflammation
(Wyss-Coray 2006). Neuropathological features include
neurofibrillary tangles and B-amyloid (AB) plaques in the
brain (Krstic & Knuesel 2013). There are two clinically
defined forms of AD, the early onset familial form, with
clear genetic factors, and the late onset sporadic form. The

genetic forms of AD are due to alterations in the
proteolytic processing of the amyloid precursor protein
(APP), favoring AR production. Their study gave rise to the
“AB hypothesis” (Hardy & Allsop 1991), which proposes
that APP mismetabolism and AB deposition are the primary
events for the disease progression, and all the other
pathological events are consequences of AR accumulation.
Although this hypothesis is coherent with the familial AD
pathology features, there is growing evidence that
different mechanisms are involved in sporadic AD (Krstic &
Knuesel 2013). Over 90% of AD cases correspond to late-
onset Alzheimer’s disease (LOAD); stating the difference
from genetic AD, where the disease is developed early in
life (often during the fourth decade of life). It has been
established that the greatest risk factor for LOAD its aging
itself (Savva et al. 2009).

Although diagnostic criteria for AD involve the presence of
AB plaques (called neuritic or senile plaques) in the
patient’s brain, neurodegeneration and cognitive
impairment in AD-like dementias are not correlated to AB
deposition in the brain (Jack et al. 2012, Wirth et al. 2013).

Correspondence to: Dr. Rommy von Bernhardi, Laboratory of Neuroscience, School of Medicine, Pontificia Universidad Catdlica de Chile, Marcoleta 391, Santiago,

Chile. Tel.: +56 2 23546936; Fax: +56 2 26326221; E-mail: rvonb@med.puc.cl
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This has highlighted the need to assess other actors that
could have a greater incidence in AD development than AB.
Several animal studies have allowed the elucidation of the
inflammatory components of AD; it has been showed that
repeated injections with the gram-negative bacteria
endotoxin  lipopolysaccharide  (LPS), induces AP
accumulation in the hippocampus and brain cortex, and
cognitive deficit, in wild type mice (Lee et al. 2008, Kahn et
al. 2012), and in the offspring of mothers injected with LPS
during late gestational stages (Krstic et al. 2012). In
addition, in APPswe transgenic mice (an animal carrying
the APP Swedish mutation associated with early-onset AD),
systemic administration of LPS induced a significant
increase in APP and AP production, increasing the
microglial activity markers, and exacerbating pathological
features (Sheng et al. 2003).

There are additional evidence from studies in patients
suggesting an inflammatory origin for AD, that showed
increased plasmatic levels of several inflammatory
cytokines such as Tumor Necrosis Factor-a (TNF-a),
Interleukin-6 (IL-6), and Interleukin-1B (IL-1B) (Kamer et al.
20009, Fillit et al. 1991, Bermejo et al. 2008, Zuliani et al.
2007, Singh & Guthikonda 1997, Holmes et al. 2009); effect
that has also been reported in brains of AD-animal models
in adult stages (Sly et al. 2001).

3) GLIAL CELLS

Glial cells, especially astrocytes and microglia, are
responsible for brain inflammation. Microglias are cells
derived from a monocyte/macrophage lineage that
mediate the innate immune response in the central
nervous system (CNS) (Kettenmann et al. 2011). The
neuroimmune response is modulated by inflammatory
cytokines and can induce a self-sustained inflammatory
environment when microglias are exposed chronically to a
stimulus such as AR (Rubio-Perez & Morillas-Ruiz 2012).

Given that brain aging is a process that involves the
overproduction of inflammatory mediators and impairs the
immune response, and that AB is normally produced in our
brain but its production is increased under inflammatory
conditions (von Bernhardi et al. 2010), microglia could
respond different to AB as the brain gets older. In fact, in
AD appears that microglia are progressively activated with
age, activation that is correlated with AB accumulation in
the brain (Kitazawa et al. 2005), which suggests that the
progressive increase in microglial activation and the
neuroinflammation induced as patients get older, could
further favor AR accumulation.

Furthermore, stimulation of microglia by AP induces
intracellular activation of Mitogen-activated protein
kinases (MAPKs) pathways that promote expression of
inflammatory genes, and cytokines and chemokines

Rev. Farmacol. Chile (2014) 7(3)

release (Ho et al. 2005). However, microglial cell activation
can also promote AP plaque clearance (Frautschy et al.
1998, Qiu et al. 1998) and induce the release of neuronal
growth factors, such as glial derived neurotrophic factor
(GDNF), brain-derived neurotrophic factor (BDNF), and
nerve growth factor (NGF) (Nakajima et al. 2001). Thus,
inflammatory activation of microglia is not merely
detrimental for neuronal homeostasis, but it also serves
protective functions.

Astrocytes are involved in neuronal trophic support and
also participate in AB clearance (Rossner et al. 2005,
Murgas et al. 2012, Alarcén et al. 2005). On the other
hand, exposure of astrocytes to AP induces several
metabolic changes, affecting neuronal viability (Allaman et
al. 2010) and inducing release of inflammatory cytokines
(White et al. 2005, Fioravanzo et al. 2010, Murgas et al.
2012). Nevertheless, regardless that astrocytes’ activation
appears to result in several adverse effects in AD
progression, our group and others have shown that
astrocytes attenuate cytotoxic effects mediated by
activated microglia (von Bernhardi & Eugenin 2004,
Ramirez et al. 2005), suggesting that astrocytes have a dual
role in AD.

4) GLIAL DYSFUNCTION HYPOTHESIS

Neuroinflammatory changes observed in AD lead to the
“inflammatory hypothesis” to explain AD pathogenesis
(Town et al. 2005), which stated that glial cell hyperactivity
would be the cause of AD. The proposed mechanism is that
AB plaques induce a chronic inflammatory response that
inhibits their clearance by glia. As an alternative to that
view, we propose that AD is not the result of glial cell
hyperactivity, but of glial cell dysfunction (von Bernhardi
2007). The “glial dysfunction hypothesis” proposes that the
impairment of the scavenger functions of microglia,
responsible for the removal of diverse endogenous and
exogenous molecules, and their impaired response to
regulatory mechanisms, would reduce AP clearance
(among several changes), resulting in a microglia with
decreased protective functions and increased cytotoxic
properties because of their persistent inflammatory
activation (von Bernhardi 2007). Chronically activated glia
could damage neurons by releasing cytotoxic products
such as reactive oxygen species (ROS), nitric oxide (NO),
eicosanoids and proteolytic enzymes, among others
(Halliday et al. 2000). Meanwhile, increased inflammatory
mediators and stress conditions favor proteolytic cleavage
of APP that produces AB (Del Bo et al. 1995, Ringheim et al.
1998, Misonou et al. 2000), further inducing inflammatory
cytokines expression in glia, contributing to a vicious circle
of neural dysfunction and cell death (Abbas et al. 2002,
Brown & Bal-Price 2003). This reduced microglial
phagocytic activity could explain AB accumulation in AD
patients brains, situating AB plaques formation as a
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consequence of glial dysfunction and not the primary
agent responsible of the disease (von Bernhardi 2007).

5) CURRENT TREATMENTS FOR ALZHEIMER’S DISEASE

Although nearly 200 drugs had advanced to phase Il clinical
trials for AD treatment, only cholinesterase inhibitors and
memantine have been effectively approved for AD
treatment over the past 30 years (Schneider et al. 2014).
The reason for the limited success on therapeutic
approaches could depend of the fact that AD is a complex
disease, more likely a syndrome, involving multiple disease
mechanisms and not a single specific target to treat.
Acetylcholinesterase (AChE) inhibitors started to be used
for the treatment of AD after two British groups showed
that acetylcholine-releasing neurons were the first ones
degenerating in AD (Coyle et al. 1983). Cholinergic neurons
are mainly located in the basal forebrain, providing
widespread innervations to several brain areas that
participate in cognitive functions and memory (Drachman
1977). Neurodegeneration of those neurons are associated
with symptoms observed in AD patients and is correlated
with the severity of dementia (Whitehouse et al. 1981).
AChE inhibitors have a modest but significant effect on
cognitive function of AD patients, working better for
patients with mild to moderate AD (Grutzendler & Morris
2001). Their effect is only symptomatic, increasing the
availability of acetylcholine to compensate for cholinergic
neuron loss, having no effect on the pathological
mechanisms.

Other widely used drug for AD treatment is memantine, an
uncompetitive N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptor
antagonist that works as a channel blocker and interacts
with a variety of ligand-gated ion channels. Whereas it is
not known how memantine exerts its therapeutic activity,
it has been observed that at certain concentrations it
promotes synaptic plasticity and preserves or even
enhances memory in animal models, by inhibiting NMDA
receptor-mediated excitotoxicity, which is believed to have
a key role in progressive neuronal loss in AD (Rogawski &
Wenk 2003). However, some studies report that
memantine lacks benefits for mild AD and has a modest
effectiveness in moderate AD (Schneider et al. 2011).
Although neither of these drugs are good to stop the
progression of cognitive impairment, memantine appears
to be more effective than AChE inhibitors (Tan et al. 2014).
In order to target a possible cause for AD, most of
therapeutical efforts have been focused on the “AB
hypothesis”, which has been the most popular view for AD
mechanisms (Lannfelt et al. 2014). One of the most
remarkable therapeutic approaches in the field has been
AB immunization (von Bernhardi 2010). The AN1792
vaccine was shown to reduce AB plaques in transgenic
mice that accumulates AB in the brain and improved their
cognitive performance (Wang et al. 2014, Schenk et al.
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1999, Bard et al. 2000). Shortly after those findings, a
randomized placebo-control study of AN1792 made in AD
patients resulted in a 6% of meningoencephalitis in treated
patients, leading to the interruption of the study (Orgogozo
et al. 2003). Despite the immunization was suspended,
follow up studies of those patients showed a reduced
deposition of senile plaques and reduced quantities of tau,
the main protein that constitute neurofibrillary tangles, in
the cerebrospinal fluid (CSF) of antibody responders
patients (Gilman et al. 2005). Although no cognitive
benefits were consistently reported (Schneider et al. 2014),
the severe adverse effects and the poor clinical efficacy
observed in active immunotherapy trials lead to the
development of passive immunotherapy against A
(reviewed in Lannfelt et al. 2014). Some of them included
AB antibodies such as bapineuzumab (Salloway et al. 2009)
and solanezumab (Laske 2014).

In addition, other drugs based on the “AB hypothesis” have
been recently developed for the treatment of AD, including
AP aggregation inhibitors (Aisen et al. 2007, Salloway et al.
2011), and y-secretase inhibitors (Green et al. 2009, Coric
et al. 2012, Doody et al. 2013), but they appear to be
ineffective as AD treatment (Schneider et al. 2014). Thus,
because the AB hypothesis based therapies appear to have
no disease-modifying features, and AD prevalence is
rapidly increasing throughout the world, we decided to
explore alternative mechanisms based on the “glial
dysfunction hypothesis” that could be effective targets for
AD treatment.

6) SCAVENGER RECEPTORS IN AD

On phagocytic cells, including glia, phagocytosis of
exogenous and endogenous ligands, including cell debris
and AB is largely mediated by scavenger receptors (SRs), a
family of membrane receptors characterized by their
ability to bind and mediate uptake of exogenous and
endogenous  poly-anionic ligands for their later
degradation, participating in the host immune response
(Canton et al. 2013).

There is abundant evidence associating SRs activity with
the pathophysiology of AD (reviewed in Cornejo & von
Bernhardi 2013). For example, microglia obtained from
aged APP/PS1 mice have a reduced expression of class A
scavenger receptor (SR-A), CD36 and Receptor for
Advanced Glycation Endproducts (RAGE), as well as
reduced AB-degrading enzymes neprilisin, insulisin and
metalloproteinase MMP9 (Hickman et al. 2008). This kind
of evidence has revealed a possible role of SRs on glial cell
activation, and more specifically, on the inflammatory
changes observed in AD; given that glial activation involves
functional changes that induce “shifts” in the basal
immune reactivity (von Bernhardi 2007), and that SRs are
involved in the glial response generated against AP
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(Cornejo & von Bernhardi 2013), aging-induced changes of
SRs expression (Hickman et al. 2008) could participate in
the development of the glial dysfunction in AD. In this
section, we will specifically discuss the role of SR-A in
several pathologies and their modulation as a potential
therapy for AD.

7) CLASS A SCAVENGER RECEPTOR

Among SRs families, SR-A appears to be one of the most
relevant for AD (Cornejo & von Bernhardi 2013). SR-A has
three isoforms generated by alternative splicing; SR-
Al/lI/INl. Isoforms | and Il are membrane receptors, whereas
SR-Alll lack its membrane destination domain, remaining in
intracellular vesicles and lacking a known function
(Bowdish & Gordon 2009). Structurally, SR-A is a trimeric
transmembrane glycoprotein, which is expressed in the
spleen, nervous system, thymus, lymphatic nodes, lung
macrophages, and pancreas macrophages (Hughes et al.
1995). Although SR-A expression has been reported mostly
in macrophagic cells, it is expressed by microglia and
astrocytes in the CNS (Christie et al. 1996, Godoy et al.
2012). The receptors have two adjacent fibrous segments:
a supercoiled a-helix and a collagen-like triple helix. The
SR-Al isoform also has a globular C-terminal structure
consisting on a cysteine-rich domain (Resnick et al. 1996).
Although SR-All lacks this domain, both isoforms are often
expressed together and apparently there are no functional
differences between them (Bowdish & Gordon 2009).

One of the main functions of SR-A is the uptake of
modified low density lipoproteins (LDL) (Ling et al. 1997),
having an  important role in  atherosclerosis
physiopathology. Besides, SR-A has a key role in host-
pathogen interaction and in the recognition of pathogen
associated molecular patterns (PAMPs) (Suzuki et al. 1997),
acting as a pattern recognizing receptor (PRR). The absence
of SR-A increases pathogen susceptibility, diminishing the
ability of the immune system to eliminate bacterial
infections (Suzuki et al. 1997, Thomas et al. 2000). In
addition, this receptor modulates LPS-induced IL-1B
release (Kobayashi et al. 2000), indicating that SR-A
participates in inflammatory macrophage activation (Yi et
al. 2009, Chen et al. 2010, Yu et al. 2011, Yu et al. 2012).

In the CNS, particularly in astrocytes, SR-A also modulates
IL-1B and NO release, as well as ERK, JNK, p38 and nuclear
factor kappa B (NFkB) pathways (Murgas et al. 2013),
participating actively in glial cell activation. Finally, SR-A
appears to be also involved in cell-matrix adhesion
mechanisms (van Velzen et al. 1999), apoptotic cells
endocytosis (Platt et al. 2000) and myelin waste clearance
(Hendrickx et al. 2013).
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8) INVOLVEMENT OF SR-A IN DISEASE MECHANISM

As already mentioned, SR-A is mainly expressed in
macrophages, and appears to serve several functions in
host defense against pathogens (Suzuki et al. 1997, Ohnishi
et al. 2011, Arredouani et al. 2006). The first SR-A knockout
mouse (SR-A’/’) was developed by Suzuki et al., who
reported that absence of SR-A increased susceptibility to
infections mediated by Listeria monocytogenes or herpes
simplex virus type-1 (Suzuki et al. 1997). Later, it was
shown that SR-A”" mice had an increased mortality due to
pneumococcal lung infection, impaired phagocytosis of
bacteria in vivo, and a significant pneumonic inflammation,
and also increased inflammatory cytokines levels in lung
fluids when mice were exposed to inhaled particles
(Arredouani et al. 2006). In a septic shock model induced
by LPS inoculation, SR-A"" mice showed high blood levels of
inflammatory cytokines and elevated NFkB activation
(Ohnishi et al. 2011), demonstrating the important role of
SR-A in host defense mechanisms.

SR-A has also been implicated in some types of cancer. In
hereditary prostate cancer, it has been reported missense
mutations in SR-A gene that induce susceptibility to
prostate cancer in African-American and European men
(Xu et al. 2002). Also, it has been observed a reduced SR-A
expression in human lung tumor tissues, whereas SR-A
depletion in mice induces the expression of pro-angiogenic
factors such as MMP9 in the same tumor type (Ben et al.
2012). Those results indicate that SR-A absence favors a
pro-carcinogenic environment in lung cancer. However,
some in vitro studies have revealed that SR-A”
macrophages co-cultured with tumor cells inhibit the
tumor progression and metastasis, which was also
observed in ovarian and pancreatic cancer models in vivo
(Neyen et al. 2013). These results are consistent with
previous studies showing an increased expression of SR-A
in human and murine ovarian tumor ascites (Bak et al.
2007).

A third role for SR-A has been proposed in post-infarct
remodeling and heart failure. SR-A”" mice have an
exacerbated cardiac function deterioration, ventricular
dilatation and fibrosis after an experimentally induced
myocardial infarction. The detrimental effect is rescued by
transplantation of bone marrow cells obtained from SR-
A" animals (Hu et al. 2011). In contrast, it has been
reported that cerebral infarct size is reduced, with less
hippocampal neuronal damage, and decreased apoptosis
after ischemia-reperfusion in SR-AT compared with SR-A
mice (Lu et al. 2010), suggesting that SR-A serves
differential functions on tissue injury in the brain and in
the periphery.
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Given that one of the roles of SR-A is to mediate
macrophage adhesion to substratum (Fraser et al. 1993), it
has also been established the participation of SR-A in
diabetic nephropathy. Diabetic SR-A”" mice show reduced
albuminuria, glomerular hypertrophy, mesangial matrix
expansion, and less expression of Transforming Growth
Factor-B (TGF-B) compared with WT diabetic mice, effects
that are associated with a significant decrease in
macrophage infiltration of the kidney of SR-A”" animals
(Usui et al. 2007). These results suggest that SR-A favors
the diabetic nephropathy, an effect that could be mediated
by promoting macrophage adhesion to the kidney
extracellular matrix.

Although participation of SR-A has been described in
several pathologies as those mentioned above, there are
two high-prevalence diseases in which SR-A appears to be
a key actor: Atherosclerosis and Alzheimer’s disease.

8.1) Atherosclerosis:

High plasmatic levels of LDL or very low density lipoprotein
(VLDL) lead to the accumulation of these molecules in the
vascular intima, were they become modified (Poston &
Davies 1974). These modifications activate endothelial
cells, which recruit circulating monocytes to the region,
where they differentiate into macrophages and later
become foam cells, establishing the atherosclerotic plaque
(Poston & Davies 1974). In 1979, Goldstein described SRs
as the macrophage receptors that mediate the uptake and
degradation of modified lipoproteins, transforming
macrophages into foam cells (Goldstein et al. 1979).
However, the importance of SR-A on atherogenesis was
only elucidated 20 years later by Suzuki et al., who showed
that SR-A”" mice had atherosclerotic lesions of reduced
sizes in animals deficient on apolipoprotein E (ApoE)
(Suzuki et al. 1997). Because SR-A is a receptor mostly
expressed in macrophages, this evidence revealed for the
first time the importance of macrophages in the initiation
of atherosclerosis, changing the original paradigm, which
considered that plasma cholesterol level was the main
responsible for the pathology. In addition, another study
using SR-A”" mice deficient in LDL receptor showed a
reduction in plasmatic cholesterol levels and reduced
atherosclerotic plaques (Sakaguchi et al. 1998). In
agreement with these results, mice overexpressing SR-A
showed an increased degradation of modified LDL, and
increased foam cell phenotype features when incubated
with acetylated LDL (acLDL) (de Winther et al. 1999).
However, other study on a transgenic mice overexpressing
SR-A in the liver showed a reduced hyperlipidemia induced
by diet and increased levels of high density lipoproteins
(HDL) levels (Wolle et al. 1995). Notwithstanding,
hepatocytes normally do not express SR-A (Hughes et al.
1995), which could explain the differential effect of SR-A
over atherogenesis when is expressed in the liver.
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8.2) Alzheimer’s disease:

In AD, it has been observed a wide SR-A immunoreactivity
in cells associated to senile plaques (Christie et al. 1996,
Bornemann et al. 2001) and it has been proposed that SR-A
could be important for AB clearance (Paresce et al. 1996)
and microglial/monocytes adhesion to AB fibrils (EI Khoury
et al. 1996). This was first demonstrated in vivo by Chung
et al., who reported that microglial cells from SR-A"" mice
showed a 60% reduction in the phagocytosis of fibrillar A
(Chung et al. 2001). Complementary results were obtained
in a more recent AD animal model that overexpresses A
and lacks SR-A, in which it was shown a significant increase
of AB plaques loads, and an increased mortality rate
(Frenkel et al. 2013). Nevertheless, there is also one report
showing that SR-A absence does not induce a significant
extracellular AB accumulation (Huang et al. 1999),
suggesting that SR-A would not have a key role in AR
phagocytosis and AD development, but other SRs could
compensate the loss of SR-A function regarding AR
clearance (Chung et al. 2001).

9) PHARMACOLOGICAL REGULATION OF SR-A

Since the early reports on the potential role of SR-A in
atherogenesis, efforts for modulating SR-A
activity/expression have been done in the context of
atherosclerosis. The first report describing a small
molecule that antagonized SR-A activity was by Lysko et al.,
(1999). They showed that the compound (E)-methyl 4-
chloro-alpha-[4-(4-chlorophenyl)-1, 5-dihydro-3-hydroxy-5-
oxo-1-(2-thiazolyl)-2H-pyrrol-2-ylidene]benzene  acetate
inhibited the uptake of modified lipoproteins in human
embryonic kidney (HEK) cells transfected with SR-A type I/II
(Lysko et al. 1999). There are also reports of peptides that
act as SR-A antagonists by mimicking ApoA-I, other ligand
for SR-A, to target the atherosclerotic lesions (Segers et al.
2012), and to reduce brain arteriole inflammation in
hyperlipidemic mice (Buga et al. 2006). Among them, the
SR-A antagonist peptide 4F has been the pharmacological
approach with the best beneficial effects for the treatment
of atherosclerosis (Sherman et al. 2010), and is currently in
clinical trial as a promising treatment for this disease
(White et al. 2014).

In addition, recent efforts are being made in the field of
cancer treatment, where SR-A inhibition has become a
promising approach in tumor growth control (Wang et al.
2007). The initial studies reported that the use of an anti-
SR-A immunotoxin, significantly reduced the tumor burden
in mice challenged with peritoneal tumors (Bak et al.
2007). Also, the same small peptide 4F used in
atherosclerotic treatment (see above), which compete
with SR-A ligands, resulted in an inhibition of tumor
progression and metastasis in cancer animal models (Su et
al. 2010, Ganapathy et al. 2012, Neyen et al. 2013).
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Finally, because of the involvement of SR-A in AD
pathology, the effect of SR-A activity modulation over AD
progression has been studied over the last few years. In
2009, it was found that a variant of the 4F peptide co-
administered with pravastatin (a member of the family
drugs known as statins, used for the control of
hypercholesterolemia) in a mice model of AD, resulted in
the improvement of cognitive tasks, a reduction in AB load
in the hippocampus, a reduction in the number of
activated microglia, and a robust reduction of
inflammatory markers (Handattu et al. 2009). The same
group later published similar results by using an ApoE
mimetic peptide, Ac-hE18A-NH2, showing that mimetic
peptides that antagonize SR-A could have beneficial
outcomes in AD treatment (Handattu et al. 2013).
However, a recent independent study has provided
contradictory evidence that suggest that activation of SR-A
could act as a novel therapy for AD (Zhang et al. 2014). It
was observed that the heptapeptide XD4 was capable of
promoting the activation of SR-A, increasing the binding of
AB to SR-A and favoring its phagocytosis, inhibiting AR
oligomers-induced cytotoxicity, and decreasing the
production of inflammatory cytokines in vitro (Zhang et al.
2014). Nevertheless, the mechanism for XD4 action and
the in vivo effects remain to be elucidated.

10) CONCLUDING REMARKS

Given that SR-A is a receptor involved both in AD
pathophysiology and in inflammatory activation of glial
cells (Murgas et al. 2013), the modulation of their activity
must be carefully evaluated as a potential therapeutic
target. According to most of the available evidence, SR-A
inhibition could increase AR burden in the brain of AD
patients, because of their important role in AP
phagocytosis, potentially promoting neurotoxic effects and
disease progression. However, the participation of SR-A on
glial activation and its role on AD-glial dysfunction are still
unresolved matters. Thus, the modulation of SR-A activity
should not be considered as exclusively having effects over
AB clearance.

As previously discussed, the use of SR-A antagonists
appears to improve the phenotypic features of AD
(Handattu et al. 2009; 2013), which led us to think that SR-
A relevance for AD pathophysiology is not restricted to the
uptake of AB, but it also could modulate several effectors
involved in AD pathogenesis and progression. Thus, their
inhibition could reduce key neuroinflammatory effects
secondary to the glial cell dysfunction observed in AD.
Additional studies to understand the participation of SR-A
on the modulation of glial activity are needed, in order to
understand their role in AD.
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RESUMEN

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la demencia de mayor prevalencia en el mundo, y el numero de pacientes aumenta constantemente debido
al envejecimiento de la poblacion. Siendo la causa principal de esta enfermedad desconocida, todos los enfoques terapéuticos utilizados hasta la
fecha no han sido efectivos; situando a la EA como un sindrome multifactorial que aparentemente carece de un blanco tnico al cual atacar de
modo de prevenir su progresion. Entre las posibles moléculas implicadas en la EA, se ha demostrado que los receptores scavenger de clase A (SR-
A) participan en la fagocitosis del B-amiloide y en la activacion glial inducida por estimulos inflamatorios. En esta revision se presentard la
participacion del SR-A en varias patologias croénicas, entre ellas la EA 'y la aterosclerosis, asi como las aproximaciones farmacoldgicos utilizados
para modular su actividad y su expresion. Por ultimo, se revisard su papel en la activacion glial y su posible participacién en las alteraciones
gliales observadas en la EA, y se discutird la evidencia mds reciente que propone a SR-A como un potencial blanco para el tratamiento de esta
enfermedad.

Palabras Claves: 6-amiloide, glia, enfermedades neurodegenerativas, neuroinflamacion, SR-A.
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AMPHETAMINE INDUCED-NEUROADAPTATIONS
(Nuevas perspectivas en la funcidn del sistema renina angiotensina cerebral fuera del control
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ABSTRACT

Angiotensin Il is known as a peripheral hormone involved in the control of blood pressure and fluids homeostasis. The study and characterization
of angiotensin Il and its receptors at the brain has opened a new vision of its physiological role and also offers a variety of research fields. Brain
angiotensin Il is a well-documented neuromodulator of multiple brain circuits. In this sense, angiotensin Il is involved in the stress response and
both, the brain and the peripheral (hormonal), angiotensin Il systems are stimulated during stress. Activation of brain angiotensin Il AT, receptors
is required for the stress-induced hormone secretion, including corticotropin-releasing hormone, adrenocorticotropic hormone, corticoids and
vasopressin and for stimulation of the central sympathetic activity. The blockade of peripheral but also brain AT, receptors prevents the
hormonal and sympathoadrenal response to stress. Moreover, AT; receptors activation is involved in natural reward responses and in the
regulation of some responses induced by drugs of abuse such as cocaine, amphetamine, alcohol, among others. Exposure to amphetamine
induces neuroadaptations that modify behavioral responses to future pharmacological or environmental challenges.

It is important to consider that studies on the physiological role of brain Ang Il offer new pharmacological tools for the treatment of stress and
psychostimulants’ related disorders.

Keywords: Angiotensin Il, AT; receptors, Stress, Amphetamine, sensitization.

Rev. Farmacol. Chile (2014) 7(3) 17-25 Received 02-09-2014; Revised 15-09-2014; Accepted 16-09-2014

1) INTRODUCTION

Angiotensin Il (Ang 1l) was first discovered in 1940 and
described as a hormone of peripheral origin (Braun-
Menéndez et al. 1940). The complete system, known as
renin-angiotensin system (RAS), was then characterized;
synthesis and metabolism enzymes were identified at
peripheral level. The  precursor molecule is
angiotensinogen which originates in the liver and is cleaved
by renin, a renal aspartyl protease, resulting in an
(precursor) inactive decapeptide angiotensin I. The latter is
converted into the octapeptide Ang Il by the action of
angiotensin converting enzyme (ACE), a dipeptidyl

carboxypeptidase circulating or integral membrane protein
that also cleaves and inactivates bradykinin.

The main actions of Ang Il include vasoconstriction;
stimulation of aldosterone release, sodium and water
reabsorption and it also has a key role in regulating blood
pressure and fluid homeostasis.

All components of RAS were found in the brain tissue,
including Ang Il receptors, indicating that they have
different roles as a hormone or neuromodulator in the
central nervous system.
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Also local RAS has been found in other tissues or organs
such as vessel walls, adrenal gland, heart, gonads, adipose
tissue, pituitary gland, lung, stomach, pancreas and
skeletal muscle (Lavoie & Sigmund 2003, Danser 2003). The
role of Ang Il at the periphery and in the central nervous
system is vast and complex; for this reason, this review will
be focused in the role of brain RAS in stress responses and
psychostimulant abuse as a related disorder from many
other important aspects of Ang Il research.

2) ANGIOTENSIN Il RECEPTORS

Pharmacological studies have described two major
subtypes of Ang Il receptors in mammal’s cells named AT,
and AT, receptors, both with seven-transmembrane
domains. They were first characterized by their affinity to
specific ligands and then by molecular cloning (Ilwai &
Inagami 1992). Most species expressed single AT;
receptors, but later two subtypes designated AT, and ATz
receptors were discovered, which have been cloned in rats
(Iwai & Inagami 1992, Kakar et al. 1992), mice (Sadamura
et al. 1992) and humans (Konoshi et al. 1994). AT,, isoform
is responsible for the functions associated with the brain
Ang Il system (Saavedra 1999, Thomas & Mendelsohn
2003), so we refer to it as AT, receptor.

AT; receptors are coupled to G protein producing
MAPKinases activation and they mediate the major
physiological and pathophysiological actions known of Ang
Il (Hunyady & Catt 2006). Also, the AT, receptor activation
can stimulate signaling pathways independent of G
protein, such as arrestins and tyrosine kinases (Claing et al.
2002, Gaborik & Hunyady 2004, Luttrell & Lefkowitz 2002,
Prossnitz 2004, Thomas & Quian 2003). When activated by
agonists, the arrestin binds to G protein coupled receptors
and causes desensitization of these receptors by
uncoupling the binding to the G protein. From there, the
AT, receptor binds to B arrestin with clathrin producing
receptor endocytosis and internalization.

On the contrary, AT, receptors do not exhibit the same
characteristics and act mainly through Gi and tyrosine
phosphatases (Bottari et al. 1991, De Gasparo & Siragy
1999, Kambayashi et al. 1993, Mukoyama et al. 1993) to
exert inhibitory action predominantly upon cellular
responses mediated by AT; receptors and growth factor
receptors (De Gasparo & Siragy 1999, Speth et al. 1995).

3) NON-PEPTIDE ANTAGONISTS OF ANGIOTENSIN I
RECEPTORS

In 1995, the United States Food and Drug Administration
approved losartan for clinical use. Since then, five new AT,
receptor antagonists have been approved (Jackson 2002).
These antagonists are diphenylmethylic or acid
diphenylmethyl tienylmetilacrylic derivatives. These drugs

Rev. Farmacol. Chile (2014) 7(3)

bind to the receptor with high affinity and show high
selectivity for the AT; receptor 10,000 times higher than
for the AT,. The ranges of affinity for the receptor are
candesartan (CV)> irbesartan> valsartan = telmisartan =
EXP 3147 (active metabolite of losartan)> losartan (Los).
Clinical studies using both ACE inhibitors and AT, receptor
blockers have shown that RAS functions extend far beyond
the control of blood pressure (Ferrario et al. 2004). These
agents have a beneficial effect on the deleterious actions
of Ang Il on local cardiovascular and renal function in
patients with hypertension, left ventricular hypertrophy,
heart failure and diabetic nephropathy. In addition, the use
of AT, blockers produces a decrease in the number of AT,
receptors and stimulates the Ang Il and AT, receptor
synthesis (Seltzer et al. 2004). The increased Ang Il exerts
its actions primarily on the AT, receptor, but it is unclear
whether the stimulation of AT, receptors contributes to
the therapeutic effect of AT, antagonists.

4) BRAIN ANGIOTENSIN 11

Ang |l produced at the peripheral level does not cross the
blood-brain barrier (BBB) but stimulates AT, receptors in
circumventricular organs located outside the BBB
(Saavedra 1992). However, a novel Ang Il-mediated feed-
forward mechanism during hypertension, has been
recently revealed by which circulating Ang Il evokes
increased BBB permeability facilitating, in turn, its access
to critical brain regions known to participate in blood
pressure regulation (Biancardi et al. 2014). The central RAS
is capable to produce Ang Il and to stimulate receptors in
brain areas inside the BBB (Mendelsohn et al. 1984). There
are detailed neuroanatomical descriptions of the
localization of AT, and AT, receptors. Both Ang Il and its
receptors have been found located on neurons (Saavedra
1992). The presence of both subtypes of Ang Il receptors in
astrocytes and oligodendrocytes in the cerebral white
matter has also been demonstrated. This last, suggests
that glial cells may play a more important role in the brain
RAS than it was initially assumed (Fogarty & Matute 2001).

Both receptor subtypes are present in all mammalian
species including humans with a similar distribution,
although not identical. While AT, receptors predominate in
adulthood, AT, receptors are expressed in the developing
brain (Saavedra 1992). AT; receptors are found in brain
areas related to the control of neuroendocrine function
and autonomic regulation of cardiovascular function and
the limbic system while AT, receptors in the brain seem to
have a role in organogenesis and function of sensory and
motor systems (Phillips & Sumners 1998). The role of Ang II
in the brain is complex, ranging from control of the
autonomic system, hormonal system, sensory processes
and cognition to the regulation of cerebrovascular flow
(Saavedra 1992).
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5) ROLE OF ANGIOTENSIN II IN THE STRESS RESPONSE

There is pharmacological, neuroanatomical and
physiological evidence showing a key role of Ang Il in brain
responses to stress, which also includes the regulation of
neuroendocrine and sympathetic nervous system (Aguilera
et al. 1995b, Armando et al. 2001, Baiardi et al. 2004). The
presence of AT, receptors has been established at all levels
of the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis, being
more focused on key areas in the control of the stress
response such as the paraventricular nucleus (PVN)
(Armando et al. 2007), the median eminence, anterior
pituitary, zona glomerulosa of the adrenal gland and the
adrenal medulla (Tsutsumi & Saavedra 1991a) (Fig. 1).

Exposure to stress causes an increase in circulating and
brain levels of Ang Il (Xang et al. 1993, Yang et al. 1996).
The Ang Il stimulates receptors located outside the BBB
whereas the peptide produced in the brain acts on central
receptors such as those in PVN and locus coeruleus (LC).
Subfornical AT, receptors are stimulated by circulating Ang
Il; this nucleus, in turn, has innervation to the PVN
(Shigematsu et al. 1986, Tsutsumi & Saavedra 1991a).
Chronic exposure to stress increases AT, receptor density
in PVN (Castrén & Saavedra 1988), where the cell bodies
synthesize  corticotropin-releasing  hormone  (CRH)
(Shigematsu et al. 1986, Tsutsumi & Saavedra 1991a). It
has been shown that stimulation of AT, receptors by Ang II
increases the production of CRH (Aguilera et al. 1995a,
Jezova et al. 1998). The latter, once released into the
circulation, increases the secretion of adrenocorticotropic
hormone (ACTH) by the pituitary. In addition, elevated
levels of adrenal glucocorticoids- as a result of stress-
increase AT, receptor expression in PVN (Aguilera et al.
1995a) (Fig. 1). In the same way, acute stress increases the
density of AT, receptors in the anterior pituitary. There is a
local production of Ang Il at the level of the anterior
pituitary gland which, together with circulating Ang II,
increases the secretion of ACTH (Ganong & Murakami
1987).

The PVN nucleus is important in the processing and
integration of a variety of stress signals (Makara et al.
1984). It receives noradrenergic input from the LC and
serotonergic from the dorsal raphe nucleus and there are
reciprocal connections between the two regions and PVN
(Cedarbaum & Aghajanian 1978, Thiboliet & Dreifuss
1981). In addition, there are reciprocal neural connections
between PVN CRH neurons and LC noradrenergic neurons.
Synaptic contacts were observed between CRH terminals
and LC dendrites. It was also found that both adrenergic
receptors regulate the secretion of ACTH and, on the other
hand, it has been shown that CRH regulates the activity of
central noradrenergic system. This and other evidence
show that the brain noradrenergic system is the main
alarm system that leads to a decrease in autonomic
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neurovegetatives functions such as food intake and sleep.
Much of the evidence available suggests that CRH acts as a
neurotransmitter in the LC mediating the noradrenergic
activation by various stress conditions (Koob 1999).

Figure 1.
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Schematic representation of the HPA axis showing AT1 receptors location
and expression under non stress and stress conditions.
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With respect to Ang Il, the presence of AT, receptors has
been established in LC (Tsutsumi & Saavedra 1991b). The
exposure of animals to stress by social isolation (Saavedra
et al. 2006) or cold stress (Peng & Phillips 2001) produces a
decrease in the AT, receptor density in LC (increase in
brain AT;) while social isolation stress (for 24 hours)
produces an increase in the enzyme tyrosine hydroxylase
(TH) mRNA in the LC. The previous blockade of the AT,
receptor with a specific antagonist prevents this increase
(Saavedra et al. 2006) suggesting that these receptors are
involved in the control of central sympathetic activity
through transcriptional regulation of TH. Besides, this
effect can be influenced by the activation of locus
coeruleus AT, receptors. This is based on results showing
dual control by AT; and AT, receptors in TH transcription
and in the synthesis of catecholamines at the adrenal
medulla (Jezova et al. 2003).

6) AT; ANTAGONISTS ATTENUATE CENTRAL RESPONSES
INVOLVED IN BEHAVIORAL STRESS EFFECTS

Although the stress response of the HPA axis mediated by
CRH is important in the regulation of physiological
responses to stress, a behavioral response to stress
mediated by CRH also occurs independently from the HPA
axis activation. The existence of a central site of action
responsible for the coordination of stress-related
behaviors has been postulated (Valdez & Koob 2004). As
previously described, there is a reciprocal relationship
between noradrenergic and CRH brain systems: CRH
stimulates the activation of the LC during stress (Berridge
& Waterhouse 2003) while exposure to stress leads to
increased concentrations of CRH in LC producing
behavioral activation (Chappell et al. 1986). Intracerebral
administration of a CRH antagonist prevents the increase in
extracellular noradrenaline in prefrontal cortex by stress
(Shimizu et al. 1994). It was found that pretreatment of
animals with candesartan, an AT, antagonist that cross
effectively the BBB, prevents the decrease of cerebral
cortex CRH; receptor density produced by social isolation
stress (Saavedra et al. 2006). Therefore, cortical release of
CRH by stress may be positively regulated by cortical AT,
receptor stimulation, similar to actions at the hypothalamic
level.

The presence of AT, receptors has been found in piriform
and entorhinal cortex but not in the neocortex (Tsutsumi &
Saavedra 1991b), although the mRNA expression of AT,
receptor was detectable by in situ hybridization (Lenkei et
al. 1998). Thus, AT; receptor blockade may reduce the
release of CRH directly and may also prevent the decrease
in the CRH1 receptor density. It is also possible that AT,
receptor antagonism could prevent the stress-induced
decrease on cortical CRH; receptors by decreasing TH
transcription in the LC (Saavedra et al. 2006).
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7) STRESS & DRUGS OF ABUSE

The hormonal changes, involving increased peripheral
glucocorticoid levels and CRH release in different brain
sites, initiate a cascade of biological responses to
counteract the altered homeostatic balance of the
organism in response to stress. The modification in the
brain physiology induced by stress triggers the release of
neuroactive hormones such as biogenic amines and
adrenal steroids which activate the same neuronal circuit
as the psychostimulant drugs like cocaine or amphetamine
(Amph).

Many years ago, clinical studies on methadone-treated
heroin addicts showed atypical stress response in both
active and long-term abstinent heroin addicts, similar to
the atypical stress response of the HPA axis that has been
found in abstinent cocaine addicts (Dole & Nyswander
1966, Kreek 1992). Thus, it has been hypothesized that an
atypical response to stressors may contribute to
compulsive drug use (Kreek & Koob 1998). Moreover, it
has been demonstrated in a series of studies that rats with
higher levels of behavioral and neuroendocrine response
to stress develop psychostimulant drug self-administration
more rapidly than low responders (Piazza et al. 1993,
Piazza & Le Moal 1998). Together with other evidence, this
supports a major role for stress in individual vulnerability
to self-administer drugs of abuse. In addition,
corticosterone, the major glucocorticoid end-product of
HPA axis activation in rodents was shown to be self-
administered in rats and pharmacological manipulation of
the circulating corticosterone levels altered cocaine self-
administration behavior (Goeders 1998, Piazza et al. 1993).
These results and many others suggest that the activity of
the HPA axis may play a role in different phases of drug
addiction.

Amph actions include HPA axis activation and central
endogenous CRH actions. After acute administration of
Amph, plasma levels of ACTH and corticosterone are
increased in a monotonic dose-response function. Under
the same conditions, reduced levels of CRH
immunoreactivity were found in the median eminence,
suggesting CRH release from this region (Swerdlow et al.
1993). Adrenalectomy, on the other hand, reduces
locomotor activity elicited by acute Amph and the values
can be restored and even augmented if the animal receives
exogenous corticosterone (Cador et al. 1993b). Moreover,
cross-sensitization between stress and psychostimulants,
and between central CRH and Amph have been described
in rodents (Ahmed et al. 1995, Cador et al. 1993a). Stress
exposure induces relapse in drug abuse and promotes
acquisition or reinstatement of ethanol self-administration.
The evidence available supports a role for stress as a factor
involved in the vulnerability to drug abuse.
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8) ANGIOTENSIN Il AT;-RECEPTORS AND AMPH
SENSITIZATION

The mesolimbic dopaminergic circuitry is one of the
systems strongly involved in drug abuse (Vanderschuren et
al. 1999a). Ang Il belongs to the group of peptides known
to stimulate dopamine (DA) release (Brown et al. 1996,
Tchekalarova & Georgiev 2005). Furthermore Ang |l
receptors are in brain areas rich in DA, such as the nucleus
accumbens (Nacc) and caudate putamen (Cpu) which are
heavily involved in the self-administration of drugs of
abuse (White & Kalivas 1998). The mesolimbic
dopaminergic system is a critical component in the reward
circuitry of the central nervous system (White & Kalivas
1998).

Brain Ang Il was found to regulate some responses induced
by drugs of abuse such as psychostimulants, among others
(Hosseini et al. 2007, Watanabe et al. 2010, Paz et al. 2011,
Paz et al. 2013, Paz et al. 2014). The presence of Ang Il AT,
receptors has been described in pre- and postsynaptic CPu
dopaminergic neurons (Brown et al. 1996), which are
involved in the motor and behavioral responses induced by
psychostimulants as well as their modulatory action on
noradrenergic (Gelband et al. 1998), serotoninergic
(Nahmod et al. 1978), glutamatergic and gabaergic
neurotransmission (Barnes et al. 2003, Oz et al. 2005). It
has been described that Ang Il modulates the neuronal
response to glutamate via both AT, and AT, receptors
possibly at postsynaptic level in the superior colliculus,
locus coerulus and dorsal lateral nucleus among other
areas (Albrecht et al. 1997, Mooney et al. 1994, Xiong &
Marshall 1990).

Sensitization is an extensively described phenomenon for
several drugs of abuse, including psychostimulants where
repeated exposure to the drug promotes long term
changes in the neuronal circuits involved in reward
responses. In this way, they become sensitized to a
challenging event such as re-exposure to the drug, stress
and even directly by DA agonists (Ahmed et al. 1995,
Robinson & Kolb 2004, Stewart & Badiani 1993). Two
stages have been identified for this process: induction and
expression (Robinson & Berridge 2008). The first one is
responsible for the long term changes that take place and
it can be achieved by single or repeated administration of
the drug. It requires DA release in Cpu and Nacc and
Ventral Tegmental Area activation (Robinson & Berridge
2008, Vanderschuren et al. 1999a, Kalivas et al. 1998).
Expression reveals these changes after a re- exposure to
the drug and it can be measured as augmented DA release,
electrical activity, neuronal activation and locomotor
activity (Valjent et al. 2010, Vanderschuren et al. 1999b,
Vanderschuren et al. 1999c).
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Considering the dopaminergic neurotransmission as a
common target for Amph and brain Ang Il actions, the
results obtained in our laboratory indicate that Ang Il AT,
receptors are involved in long-lasting behavioral
sensitization associated with neurochemical adaptations
induced by a single exposure to Amph. The AT, receptor
blockade attenuated the behavioral sensitization and
blunted the dopamine hyper-reactivity and neuronal
activation in a two injection protocol (Paz et al. 2011, Paz
et al. 2013) (Fig. 2A-B). Moreover, it did not interfere with
changes in the sensitivity of dopamine postsynaptic
receptors involved in the neuroadaptive changes induced
by Amph (Paz et al. 2011). The effects of AT; receptor
blockade became evident 3 weeks after pretreatment with
a single exposure to Amph when the adaptive changes in
behavioral response have been described to be more
pronounced (Vanderschuren et al. 1999b).

Figure 2.
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blocker in the development (A-B) and in the expression (C-D) of locomotor
sensitization to a single injection of Amph (5 mg/kg) *p<0.05.
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On the other hand, there are long-term changes in brain
RAS components after a single exposure to Amph. In this
way, while Angiotensinogen RNAm was decreased in CPu
only 21 days after Amph injection, AT1 RNAm and receptor
density were augmented in CPu and NAcc 7 and 21 days
after (Paz et al. 2014), the elevated ATl receptor
immunostaining was also observed in Central Amygdala
(Fig. 3).

Figure 3.

Saline

Amph 7 days

Amph 21 days

Microphotographs (200X magnification) showing AT1 receptor
immunostaining in central Amygdala in basal condition and 7 or 21 days
after a single Amph administration (5 mg/kg).
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Moreover, a key role for the AT1 receptors was found in
CPu, in the expression of behavioral sensitization to Amph
since the AT1 receptor blockade in CPu blunted the
augmented locomotor activity observed after an Amph
challenge (Paz et al. 2014) (Fig. 2C-D.)

9) CONCLUDING REMARKS

The role of brain RAS extends beyond the control of blood
pressure and fluid homeostasis as evidenced by its
involvement in the stress response. The studies to
elucidate the physiological role of brain RAS will provide
new pharmacological tools for tackling diseases of high
incidence in our society such as disorders associated with
stress and drug abuse.

ACKNOWLEDGMENTS:

This study was supported by grants from CONICET
11220090100852-KB1 and SECyT. The authors are grateful
to Estela Salde and Lorena Mercado for their laboratory
technical assistance.

REFERENCES:

Aguilera, G., Kiss, A. and Luo, X. (1995a) Increased expression of type 1 of
angiotensin Il receptors in the hypothalamic paraventricular nucleus
following stress and glucocorticoid administration. J Neuroendocrinol,
7,775-783.

Aguilera, G., Young, W. S., Kiss, A. and Bathia, A. (1995b) Direct regulation of
hypothalamic corticotropin -releasing hormone neurons by angiotensin
Il. Neuroendocrinology, 61, 437-444.

Ahmed, S. H., Stinus, L., Le Moal, M. and Cador, M. (1995) Social deprivation
enhances the vulnerability of male Wistar rats to stressor- and
amphetamine-induced behavioral sensitization. Psychopharmacology,
117, 116-124.

Albrecht, D., Broser, M., Kruger, H. and Bader, M. (1997) Effects of
angiotensin Il and IV on geniculate activity in nontransgenic and
transgenic rats. European journal of pharmacology, 332, 53-63.

Armando, |., Carranza, A., Nishimura, Y., Hoe, K. L., Barontini, M., Terrdn, J.
A. and Saavedra, J. M. (2001) Peripheral administration of an
angiotensin Il AT1 receptor decreases the hypothalamic-pituitary-
adrenal response to stress. Endocrinology, 142, 3880-3889.

Armando, 1., Volpi, S., Aguilera, G. and Saavedra, J. M. (2007) Angiotensin ||
AT1 receptor blockade prevents the hypothalamic corticotropin-
releasing factor response to isolation stress. Brain research, 1142, 92-
99.

Baiardi, G., Bregonzio, C., Jezova, M., Armando, |. and Saavedra, J. M. (2004)
Angiotensin Il AT1 receptor blockade prolongs the lifespan and reduces
stress-induced release of catecholamines, glucocorticoids and
vasopressin. Ann N Y Acad Sci, 1018, 131-136.

Barnes, K. L., DeWeese, D. M. and Andresen, M. C. (2003) Angiotensin
potentiates excitatory sensory synaptic transmission to medial solitary
tract nucleus neurons. American journal of physiology. Regulatory,
integrative and comparative physiology, 284, R1340-1353.

Berridge, C. W. and Waterhouse, B. D. (2003) The locus coeruleus-
noradrenergic system: modulation of behavioral state and state-
dependent cognitive processes. Brain Res Rev, 42, 33-84.

22



SO |

FAR |de

Sociedad
Chite-° ¥

CHI

Biancardi, V. C., Son, S. J., Ahmadi, S., Filosa, J. A. and Stern, J. E. (2014)
Circulating angiotensin Il gains access to the hypothalamus and brain
stem during hypertension via breakdown of the blood-brain barrier.
Hypertension, 63, 572-579.

Bottari, S. P., Raylor, V., King, I. N., Bogdal, S., Whitebread, S. and De
Gasparo, M. (1991) Angiotensin Il AT2 receptors do not interact with
guanine nucleotide binding proteins. European journal of
pharmacology, 207, 157-163.

Braun-Menéndez, E., Fasciolo, J. C., Leloir, L. F. and Mufioz, J. M. (1940) The
substance causing renal hypertension. J Physiol, 98, 283-298.

Brown, D. C., Steward, L. J., Ge, J. and Barnes, N. M. (1996) Ability of
angiotensin |l to modulate striatal dopamine release via the AT1
receptor in vitro and in vivo. Br J Pharmacol, 118, 414-420.

Cador, M., Cole, B. J., Koob, G. F., Stinus, L. and Le Moal, M. (1993a) Central
administration of corticotropin releasing factor induces long-term
sensitization to D-amphetamine. Brain research, 606, 181-186.

Cador, M., Dulluc, J. and Mormede, P. (1993b) Modulation of the locomotor
response to amphetamine by corticosterone. Neuroscience, 56, 981-
988.

Castrén, E. and Saavedra, J. M. (1988) Repeated stress increase the density
of angiotensin Il binding sites in the rat paraventricular nucleus and
subfornical organ. Endocrinology, 122, 370-372.

Cedarbaum, J. M. and Aghajanian, G. K. (1978) Afferent projections to the
rat locus coeruleus as determined by retrograde tracing technique. J
Comp Neurol, 178, 1-14.

Claing, A., Laporte, S. A., Caron, M. G. and Lefkowitz, R. J. (2002) Endocytosis
of G protein-coupled receptors: roles of G protein-coupled receptor
kinases and ss-arrestin proteins. Prog Neurobiol, 66, 61-79.

Chappell, P. B., Smith, M. A,, Kilts, C. D., Bissette, G., Ritchie, J. and
Anderson, C. (1986) Alterations in corticotropin-releasing factor like
immunoreactivity in discrete rat brain regions after acute and chronic
stress. The Journal of neuroscience : the official journal of the Society
for Neuroscience, 6, 2908-2914.

Danser, A. H. (2003) Local renin-angiotensin systems: the unanswered
questions. Int J Biochem Cell Biol, 35, 759-768.

De Gasparo, M. and Siragy, H. M. (1999) The AT2 receptor: fact, fancy and
fantasy. Regulatory peptides, 81, 11-24.

Dole, V. P. and Nyswander, M. E. (1966) Rehabilitation of heroin addicts
after blockade with methadone. N 'Y State J Med, 66, 2011-2017.

Ferrario, C., Abdelhamed, A. |. and Moore, M. (2004) All antagonist in
hypertension, heart failure, and diabetic nephropathy: focus on
losartan. Curr Med Res Opin, 20, 279-293.

Fogarty, D. J. and Matute, C. (2001) Angiotensin receptor-like
immunoreactivity in adult brain white matter astrocytes and
oligodendrocytes. Glia, 35, 131-146.

Gaborik, Z. and Hunyady, L. (2004) Intracellular trafficking of hormone
receptors. Trends Endocrinol Metab, 15, 286-293.

Ganong, W. F. and Murakami, K. (1987) The role of angiotensin Il in the
regulation of ACTH secretion. Ann N Y Acad Sci, 512, 176-186.

Gelband, C. H., Sumners, C., Lu, D. and Raizada, M. K. (1998) Angiotensin
receptors and norepinephrine neuromodulation: implications of
functional coupling. Regulatory peptides, 73, 141-147.

Goeders, N. E. (1998) Stress, the hypothalamic-pituitary-adrenal axis, and
vulnerability to drug abuse. NIDA Res Monogr, 169, 83-104.

Hosseini, M., Sharifi, M. R., Alaei, H., Shafei, M. N. and Karimooy, H. A.
(2007) Effects of angiotensin Il and captopril on rewarding properties
of morphine. Indian J Exp Biol, 45, 770-777.

Rev. Farmacol. Chile (2014) 7(3)

de

Hunyady, L. and Catt, K. J. (2006) Pleiotropic AT1 receptor signaling
pathways mediating physiological and pathogenic actions of
Angiotensin Il. Mol Endocrinol, 20, 953-970.

Iwai, N. and Inagami, T. (1992) Identification of two subtypes in the rat type
1 angiotensin Il receptor. FEBS Lett, 298, 257-260.

Jackson, E. K. (2002) Renina y angiotensina. In: Las bases farmacoldgicas de
la terapéutica, (J. G. Hardman and L. E. Limbird eds.), Vol. |, pp. 819-
851. McGraw-Hill Interamericana, Mexico, D.F.

Jezova, D., Ochedalski, T., Kiss, A. and Aguilera, G. (1998) Brain angiotensin Il
modulates sympathoadrenal and hypothalamic pituitary adrenocortical
activation during stress. J Neuroendocrinol, 10, 67-72.

Jezova, M., Armando, |., Bregonzio, C., Yu, Z.-X., Quian, S., Ferrans, V. J.,
Imboden, H. and Saavedra, J. M. (2003) Angiotensin Il AT1 and AT2
receptors  contribute to maintain  basal adrenomedullary
norepinephrine synthesis and tyrosine hydroxilase transcription.
Endocrinology, 144, 2092-2101.

Kakar, S. S., Sellers, J. C., Devor, D. C., Musgrove, L. C. and Neill, J. D. (1992)
Angiotensin Il type-1 receptor subtype cDNAs: differential tissue
expression and hormonal regulation. Biochem Biophys Res Commun,
31, 1090-1096.

Kalivas, P. W., Pierce, R. C., Cornish, J. and Sorg, B. A. (1998) A role for
sensitization in craving and relapse in cocaine addiction. Journal of
psychopharmacology, 12, 49-53.

Kambayashi, Y., Bardhan, S., Takahashi, K., Tsuzuki, S., Inui, T., Hamakubo, T.
and Inagami, Y. (1993) Molecular cloning of a novel angiotensin Il
receptor isoform involved in phosphotyrosine phosphatase inhibition. J
Biol Chem, 268, 24543-24546.

Konoshi, H., Kuroda, S., Inada, Y. and Fujisawa, Y. (1994) Novel subtype of
human angiotensin 1l type 1 receptor: cDNA cloning and expression.
Biochem Biophys Res Commun, 199, 467-474.

Koob, G. F. (1999) Corticotropin-releasing factor, norepinephrine, and
stress. Biol Psychiatry, 46, 1167-1180.

Kreek, M. J. (1992) Effects of opiates, opioid antagonists and cocaine on the
endogenous opioid system: clinical and laboratory studies. NIDA Res
Monogr, 119, 44-48.

Kreek, M. J. and Koob, G. F. (1998) Drug dependence: stress and
dysregulation of brain reward pathways. Drug Alcohol Depend, 51, 23-
47.

Lavoie, J. L. and Sigmund, C. D. (2003) Minireview: overview of the renin-
angiotensin  system- an endocrine and paracrine system.
Endocrinology, 144, 2179-2183.

Lenkei, Z., Palkovits, M., Corvol, P. and Llorens-Cortes, C. (1998) Distribution
of angiotensin type 1 receptor messenger RNA expression in the adult
rat brain. Neuroscience, 82, 827-841.

Luttrell, L. M. and Lefkowitz, R. J. (2002) The role of B-arrestins in rthe
termination and transduction of G-protein-coupled receptor signals. J
Cell Sci, 115, 455-465.

Makara, G. B., Antoni, F. A., Stark, E. and Karteszi, M. (1984) Hypothalamic
organization of corticotropin releasing factor (CRF) producing
structures. In: Endocrine Perspective, (E. Muller and R. M. Macleod
eds.), Vol. 3, pp. 71-120. Elsevier, Amsterdam.

Mendelsohn, F. A. O., Quirion, R., Saavedra, J. M., Aguilera, G. and Catt, K. J.
(1984) Autoradiographic localization of angiotensin Il receptors in rat
brain. Proc Natl Acad Sci USA, 81, 1575-1579.

Mooney, R. D., Zhang, Y. and Rhoades, R. W. (1994) Effects of angiotensin Il
on visual neurons in the superficial laminae of the hamster's superior
colliculus. Visual neuroscience, 11, 1163-1173.

Mukoyama, M., Kakajima, M., Horiuchi, M., Sasamura, H., Pratt, R. E. and
Dzau, V. (1993) Expression cloning of type 2 angiotensin Il receptor

23



SO |

FAR |de

Sociedad
Chite-° ¥

CHI

reveals a unique class of seven transmembrane receptor. J Biol Chem,
268, 24539-24542.

Nahmod, V. E., Finkielman, S., Benarroch, E. E. and Pirola, C. J. (1978)
Angiotensin regulates release and synthesis of serotonin in brain.
Science, 202, 1091-1093.

Oz, M., Yang, K. H., O'Donovan M, J. and Renaud, L. P. (2005) Presynaptic
angiotensin Il AT1 receptors enhance inhibitory and excitatory synaptic
neurotransmission to motoneurons and other ventral horn neurons in
neonatal rat spinal cord. Journal of neurophysiology, 94, 1405-1412.

Paz, M. C., Assis, M. A., Cabrera, R. J., Cancela, L. M. and Bregonzio, C.
(2011) The AT angiotensin Il receptor blockade attenuates the
development of amphetamine-induced behavioral sensitization in a
two-injection protocol. Synapse, 65, 505-512.

Paz, M. C.,, Marchese, N. A., Cancela, L. M. and Bregonzio, C. (2013)
Angiotensin Il AT(1) receptors are involved in neuronal activation
induced by amphetamine in a two-injection protocol. BioMed research
international, 2013, 534817.

Paz, M. C., Marchese, N. A., Stroppa, M. M., Gerez de Burgos, N. M.,
Imboden, H., Baiardi, G., Cancela, L. M. and Bregonzio, C. (2014)
Involvement of the brain renin-angiotensin system (RAS) in the
neuroadaptive responses induced by amphetamine in a two-injection
protocol. Behavioural brain research, 272, 314-323.

Peng, J. F. and Phillips, M. I. (2001) Opposite regulation of brain angiotensin
type 1 and type 2 receptors in cold-induced hypertension. Regulatory
peptides, 97, 91-102.

Phillips, M. I. and Sumners, C. (1998) Angiotensin Il in the central nervous
system physiology. Regulatory peptides, 78, 1-11.

Piazza, P. V., Deroche, V., Deminiere, J. M., Maccari, S., Le Moal, M. and
Simon, H. (1993) Corticosterone in the range of stress-induced levels
possesses reinforcing properties: implications for sensation-seeking
behaviors. Proc Natl Acad Sci U S A, 90, 11738-11742.

Piazza, P. V. and Le Moal, M. (1998) The role of stress in drug-self
administration. Trends Pharmacol Sci, 19, 67-74.

Prossnitz, E. R. (2004) Novel roles for arrestins in the post-endocytic
trafficking of G protein-coupled receptors. Life Sci, 75, 893-899.

Robinson, T. E. and Berridge, K. C. (2008) Review. The incentive sensitization
theory of addiction: some current issues. Philosophical transactions of
the Royal Society of London. Series B, Biological sciences, 363, 3137-
3146.

Robinson, T. E. and Kolb, B. (2004) Structural plasticity associated with
exposure to drugs of abuse. Neuropharmacology, 47 Suppl 1, 33-46.

Saavedra, J. M. (1992) Brain and pituitary angiotensin. Endocr Rev, 13, 329-
380.

Saavedra, J. M. (1999) Emerging features of brain angiotensin receptors.
Regulatory peptides, 85, 31-45.

Saavedra, J. M., Armando, |., Bregonzio, C., Juorio, A., Macova, M., Pavel, J.
and Sanchez-Lemus, E. (2006) A centrally acting, anxiolytic angiotensin
Il AT1 receptor antagonist prevents the isolation stress-induced
decrease in cortical CRF1 receptor and benzodiazepine binding.
Neuropsychopharmacology., 31, 1123-1134.

Sadamura, H., Hein, L., Kriegger, J. E., Pratt, R. E., Kobilka, B. K. and Dzau, V.
(1992) Cloning, characterization, and expression of two angiotensin
receptor (AT-1) isoforms from the mouse genome. Biochem Biophys
Res Commun, 185, 253-259.

Seltzer, A. M., Bregonzio, C., Armando, |., Baiardi, G. and Saavedra, J. M.
(2004) Oral administration of an AT1 receptor antagonist prevents the
central effects of angiotensin Il in spontaneously hypertensive rats.
Brain research, 1028, 9-18.

Rev. Farmacol. Chile (2014) 7(3)

de

Shigematsu, K., Saavedra, J. M., Plunkett, L. M. and Correa, F. M. A. (1986)
Angiotensin Il binding site in the anteroventral-third ventricle (AV3V)
area and related structures of the rat brain. Neuroscience letters, 67,
37-41.

Shimizu, N., Nakane, H., Hori, T. and Hayashi, Y. (1994) CRF receptor
antagonist attenuates stress-induced noradreanline release in the
medial prefrontal cortex of rats. Brain research, 654, 145-148.

Speth, R. C., Thompson, S. M. and Johns, S. J. (1995) Angiotensin Il
receptors: structural and functional considerations. In: Current
Concepts: Tissue renin angiotensin systems as local regulators in
reproductive and endocrine organs, (A. K. Mukhopadhyay and M. K.
Raizada eds.), pp. 169-192. Plenum Press, New York.

Stewart, J. and Badiani, A. (1993) Tolerance and sensitization to the
behavioral effects of drugs. Behavioural pharmacology, 4, 289-312.

Swerdlow, N. R., Koob, G. F., Cador, M., Lorang, M. and Hauger, R. L. (1993)
Pituitary-adrenal axis responses to acute amphetamine in the rat.
Pharmacology, biochemistry, and behavior, 45, 629-637.

Tchekalarova, J. and Georgiev, V. (2005) Angiotensin peptides modulatory
system: how is it implicated in the control of seizure susceptibility? Life
Sci, 76, 955-970.

Thiboliet, E. and Dreifuss, J. J. (1981) Localization of neurons projecting to
the hipothalamic paraventricular nucleus area of the rat : a horseradish
peroxidase study. Neuroscience, 6, 1315-1328.

Thomas, W. G. and Mendelsohn, F. A. O. (2003) Molecules in focus:
angiotensin receptors form and function and distribution. Int J
Biochem Cell Biol, 35, 774-779.

Thomas, W. G. and Quian, H. (2003) Arresting angiotensin type 1 receptors.
Trends Endocrinol Metab, 14, 130-136.

Tsutsumi, K. and Saavedra, J. M. (1991a) Angiotensin Il receptor subtypes in
median eminence and basal forebrain areas involved in the regulation
of pituitary function. Endocrinology, 129, 3001-3008.

Tsutsumi, K. and Saavedra, J. M. (1991b) Characterization and development
of angiotensin Il receptor subtypes (AT1 and AT2) in rat brain. Am J
Phisiol, 261, R209-216.

Valdez, G. R. and Koob, G. F. (2004) Allostasis and dysregulation of
corticotropin-releasing  factor and neuropeptide Y systems:
implications for the development of alcoholism. Pharmacol Biochem
Behav., 79, 671-689.

Valjent, E., Bertran-Gonzalez, J., Aubier, B., Greengard, P., Herve, D. and
Girault, J. A. (2010) Mechanisms of locomotor sensitization to drugs of
abuse in a two-injection protocol. Neuropsychopharmacology : official
publication of the American College of Neuropsychopharmacology, 35,
401-415.

Vanderschuren, L. J., Schmidt, E. D., De Vries, T. J., Van Moorsel , C. A,,
Tilders, F. J. and Schoffelmeer, A. N. (1999a) A single exposure to
amphetamine is sufficient to induce long-term behavioral,
neuroendocrine, and neurochemical sensitization in rats. The Journal
of neuroscience : the official journal of the Society for Neuroscience,
19, 9579-9586.

Vanderschuren, L. J., Schmidt, E. D., De Vries, T. J., Van Moorsel, C. A,,
Tilders, F. J. and Schoffelmeer, A. N. (1999b) A single exposure to
amphetamine is sufficient to induce long-term behavioral,
neuroendocrine, and neurochemical sensitization in rats. The Journal
of neuroscience : the official journal of the Society for Neuroscience,
19, 9579-9586.

Vanderschuren, L. J., Schoffelmeer, A. N., Mulder, A. H. and De Vries, T. J.
(1999c) Dopaminergic mechanisms mediating the long-term expression
of locomotor sensitization following pre-exposure to morphine or
amphetamine. Psychopharmacology, 143, 244-253.

Watanabe, M. A., Kucenas, S., Bowman, T. A., Ruhiman, M. and Knuepfer,
M. M. (2010) Angiotensin Il and CRF receptors in the central nucleus of

24



the amygdala mediate hemodynamic response variability to cocaine in Xiong, H. G. and Marshall, K. C. (1990) Angiotensin Il modulation of

conscious rats. Brain research, 1309, 53-65. glutamate excitation of locus coeruleus neurons. Neuroscience letters,
118, 261-264.
White, F. and Kalivas, P. W. (1998) Neuroadaptations involved in
amphetamine and cocaine addiction. Drug and Alcohol dependence, Yang, G., Wan, Y. and Zhu, Y. (1996) Angiotensin Il an important stress
51,141-153. hormone. Biol Signals, 5, 1-8.

Xang, G., Xi, Z. X., Wan, Y., Wang, H. and Bi, G. (1993) Changes in circulating
and tissue angiotensin Il during acute and chronic stress. Biol Signals, 2,
166-172.

RESUMEN

Angiotensina Il es conocida como una hormona periférica involucrada en el control de la presion arterial y la homeostasis de fluidos. El estudio y
la caracterizacién de angiotensina Il y sus receptores en el cerebro han abierto nuevos campos de investigacion para el abordaje de sus nuevos
roles fisioldgicos. En este sentido, angiotensina Il cerebral ha sido caracterizado como neuromodulador en muiltiples circuitos cerebrales de
neurotransmision. Es asi, como se ha descripto la participacion de angiotensina Il cerebral y periférica (hormonal) en la respuesta de estrés. Las
evidencias muestran que es necesaria la activacion de los receptores AT1 de angiotensina Il para la liberacién de hormonas inducida por estrés,
incluyendo las hormonas liberadora de corticotrofina, adenocorticotrdfica, corticosterona y vasopresina, asi como también, para la estimulacién
del sistema adrenérgico central. En este sentido, se ha encontrado que el bloqueo de los receptores AT1 periféricos y centrales previenen la
respuesta hormonal y simpato-adrenal al estrés. Ademds, los receptores AT1 estdn involucrados en las respuestas de recompensa a reforzadores
naturales, asi como también en la regulacion de algunas respuestas a drogas de abuso como cocaina, anfetamina y alcohol, entre otras. La
exposicion a anfetamina induce neuroadaptaciones que modifican las respuestas conductuales frente a nuevas desafios farmacoldgicos y
ambientales.

Es importante considerar que el estudio del rol fisiolégico de angiotensina Il cerebral aporta informacion que contribuye al abordaje
farmacoldgico en el tratamiento de desérdenes inducidos por estrés y drogas psicoestimulantes.

Palabras Claves: Angiotensina Il, receptores AT1, Estrés, anfetamina, sensibilizacion.
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RESUMEN

La sostenida reduccion a lo largo de los afios en los niveles de referencia de plomo (Pb) en sangre considerados “seguros” para los organismos en
desarrollo revela la creciente preocupacion por los efectos subclinicos resultantes de la exposicién a este neurotdxico persistente en el ambiente.
La presente revision compendia evidencias comportamentales en modelos animales expuestos a dosis bajas de Pb en diferentes etapas de la
vida, principalmente durante el desarrollo temprano, focalizdndose en la vulnerabilidad a la adiccién a psicoestimulantes y etanol. Se discuten
asimismo las consecuencias de la coexistencia de endofactores como el estrés en la modulacion de estas respuestas. Los conceptos de
reforzamiento positivo y negativo como determinantes de las manifestaciones conductuales emergen de la presentacion de los datos,
particularmente en lo referido a la vulnerabilidad al consumo de etanol. Las evidencias demuestran que la impronta del contacto con el metal
durante el desarrollo, o su presencia concomitante con otros agentes quimicos en etapas mds tardias de la vida es condicionante para la
reactividad de estos organismos frente a situaciones de conflicto como la iniciacién a conductas adictivas, particularmente a drogas de abuso. Se
torna imperativo el abordaje del estudio profundo de las bases neurobioldgicas para identificar mecanismos comunes a estos neurotoxicos que

repercutan en la modulacion de estas conductas.

Palabras Claves: Plomo, etanol, anfetamina, cocaina, estrés, neurotoxicos, contaminantes ambientales, adiccién a drogas.
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1) INTRODUCCION

Las recientes recomendaciones de los Centros de Control
de Enfermedades de EE.UU. (US CDC) sobre la reduccion de
los niveles de plomo (Pb) en sangre considerados “de
referencia” para la poblacién pedidtrica de EE.UU. han
renovado la preocupacién de la comunidad cientifica
internacional sobre los efectos de bajas concentraciones
de este metal en etapas tempranas de la vida, al punto de
considerar que no existiria un nivel seguro de Pb en sangre
cuando la exposicion transcurre durante el desarrollo
(“Forum CDC Updates Guidelines for Children’s Lead
Exposure”, 2012). Al respecto, en numerosas evidencias se
ha reportado que, en organismos en formacién, la
presencia de Pb aun en cantidades traza conforma una
“huella” que perdura a lo largo del tiempo, y que puede
evidenciarse ante desafios fisioldgicos, patoldgicos o
ambientales como embarazo, enfermedades, estrés,
adiccién a drogas, o ante determinadas etapas de la vida
que suponen conductas o procesos bioldgicos particulares
como la nifiez, la adolescencia o la ancianidad. Estos
eventos potenciarian la neurotoxicidad del Pb y serian
determinantes para la manifestaciéon de alteraciones

conductuales en los organismos expuestos
tempranamente a este metal. Sin embargo, estos efectos
difieren de acuerdo al periodo del desarrollo en el cual ha
transcurrido la exposicién. Asi, los procesos que ocurren
durante el periodo fetal y postnatal temprano son
particularmente susceptibles a noxas (incluyendo al Pb)
que afectan el desarrollo (Tiffany-Castiglioni y cols, 1989), y
que se constituyen como agentes y/o eventos capaces de
modificar las interacciones entre neuronas y circuitos
neurales que podrian evidenciarse mas tarde como
desérdenes neuroconductuales en la infancia, conductas
adictivas en la adolescencia o aun enfermedades
neurodegenerativas en etapas mas tardias de la vida. Por
el contrario, cuando la exposicién al metal transcurre en la
vida adulta, las diferencias que emergen en Ila
funcionalidad del sistema nervioso central (SNC)
responden a la presencia y consecuentemente accion
simultdnea entre estos eventos y/o xenobidticos y el Pb
sobre los sistemas de neurotransmision y de sefializacién
intracelular.
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La presente revision se focaliza en el impacto de la
exposicion a Pb durante diferentes etapas de la vida sobre
la vulnerabilidad a la adiccién a drogas, incluyendo etanol.
Se presentaran reportes clinicos y se discutiran datos
experimentales obtenidos en animales de laboratorio que
han sido expuestos a Pb, tanto durante el desarrollo como
en la edad adulta, con un enfoque particular en los
organismos en formacién. Con la intencién de brindar
sustento cientifico a estas interacciones, se proveeran
evidencias conductuales que, se sabe, estdn asociadas a
aspectos neurobioldgicos y ambientales a los que estan
sujetos estos individuos.

2) PLOMO

2.1) Plomo como neurotdxico del desarrollo:

Considerado un metal no esencial, al Pb no se le conoce
necesidad bioldgica alguna. Su presencia en el organismo
responde a la exposicion proveniente de las numerosas
fuentes antropogénicas que han aumentado la dispersion
ambiental a partir de su composicion mineral natural. El Pb
se ha acumulado particularmente en centros urbanos o en
zonas fabriles por su deposicion a partir de las emisiones al
aire a consecuencia de su uso en el pasado en naftas y de
otras aplicaciones industriales. Ademas, la presencia en el
interior de las viviendas responde a su uso en pinturas, y
antiguas cafierias de Pb, mientras que la contaminacién de
alimentos es una conjuncién de todos sus usos pasados y
presentes. Si bien, muchas de estas aplicaciones
industriales han sido prohibidas o restringidas, y a pesar de
que particularmente la disminucidn en sus emisiones a
partir de combustibles trajo aparejada una reduccién
paralela en los niveles de Pb en sangre en nifios (Bellinger y
Bellinger, 2006), al tratarse de un metal persistente, se ha
acumulado en el ambiente y en los organismos vivos en los
cuales ejerce su toxicidad. Puesto que actualmente los
episodios de intoxicacién aguda son poco frecuentes, sus
efectos toxicos mas conocidos y estudiados estan
relacionados con la exposicidn crénica a bajos niveles de
Pb, lo que trae como consecuencia alteraciones sutiles,
particularmente en el cerebro de organismos en
formacion, por lo que se lo conoce como un neurotéxico
del desarrollo y a sus efectos se los encuadra en el drea de
la neurotoxicologia conductual (Cory-Slechta, 1994). Asi,
los efectos de este metal sobre el SNC constituyen los mas
importantes para la salud humana: por una parte se
presenta asociado a neuropatias periféricas en adultos con
manifestaciones fisicas patognomadnicas que generalmente
estan relacionadas con intoxicaciones profesionales, en
tanto que las encefalopatias producto de la exposicién a
altos niveles de este metal en nifios son raras y van
acompaniadas de convulsiones, edema cerebral y muerte.
Sin embargo, las principales manifestaciones actuales de la
exposicion a niveles de Pb ambientalmente relevantes son
las alteraciones neuroconductuales que se presentan en
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nifios. A este respecto, se han descripto trastornos en el
comportamiento evidenciados como hiperactividad, falta
de atencidén, impulsividad y disminucion del coeficiente
intelectual. Estos efectos, en ocasiones subclinicos, han
determinado que los US CDC aconsejen una reduccién
progresiva a lo largo de los afios en los niveles de Pb en
sangre considerados “de referencia” para nifios pequefos
(Fig. 1, modificada de Mattalloni y cols, 2014).
Indudablemente, la vulnerabilidad a los efectos toxicos de
este metal en los organismos en desarrollo es mayor que la
de los adultos por diferencias toxicocinéticas relacionadas
al Pb (mayor absorcion, menor excrecién, menor
proporcion de depdsito en hueso) sumado a la inmadurez
de la barrera hematoencefalica. La mayor exposicion
responde asimismo a conductas propias de los nifios
pequerios como la de jugar en el suelo y llevarse las manos
y todo tipo de objetos a la boca. Ademads, se sabe que este
metal cruza la barrera placentaria, es excretado por la
leche materna y puede ser movilizado de su depdsito dseo
debido a los cambios hormonales que ocurren durante el
embarazo y la lactancia (Patrick, 2006). Asi, cuando la
exposicion transcurre durante el desarrollo, el Pb
imprimiria una “huella” biolégica en los sistemas de
neurotransmision, condicionando una serie de cambios en
la funcionalidad del SNC que modifican las respuestas
futuras a determinados eventos o agentes quimicos.

Figura 1.

60 pg/dl
30 pg/dl
25 pg/dl
10 pg/dl

NUBE: Fuentes de exposicion a Pb. ESCALERA: Descenso a través de los
afos de los niveles “de referencia” de Pb en sangre en nifios establecidos
por los Centros de Control de Enfermedades de EE.UU. (US CDC).
(Modificada de Mattalloni y cols, 2014).

Numerosos estudios clinicos y epidemioldgicos han
evaluado el impacto del Pb sobre el comportamiento,
examinando la relacion entre la exposicion al metal y
medidas de las capacidades intelectuales en nifios. Como
complemento, los estudios experimentales se valen de
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modelos animales para evaluar los procesos biolégicos que
son afectados por la exposicion a este metal. A pesar de
sus limitaciones, la administracién de Pb en forma oral a la
madre gestante y/o lactante es el modelo animal mas
frecuentemente usado para evaluar las consecuencias
resultantes de la exposicion crénica a bajos niveles de Pb
durante el desarrollo. Asi, en los modelos experimentales
que se inician con exposiciones in utero y que finalizan con
el destete posterior a la lactancia, se abarca la mayor parte
del desarrollo neuronal, desde los procesos subyacentes de
neuro y sinaptogénesis hasta la estructuracion sinaptica
final. Por otra parte, los estudios en animales adultos en
general estan orientados a evaluar exposiciones crénicas a
niveles del metal relevantes desde el punto de vista
ocupacional (niveles que son sustancialmente mayores a
los ambientales) en periodos de la vida en los que la
madurez del organismo ha sido alcanzada. De esta forma,
las fases del desarrollo durante las cuales transcurre la
exposicion a Pb y los niveles reales de exposicidn al metal
son variables criticas a considerar en el estudio de los
cambios inducidos por este metal en los sistemas de
neurotransmisidon y en las conductas reguladas por estos
sistemas.

2.2) Estrés y exposicion a Pb:

Un tema emergente en salud infantil esta relacionado con
las interacciones entre el estrés y la contaminacion
ambiental, con evidencias crecientes que afirman que el
estrés podria ser un factor que incremente la
vulnerabilidad de organismos en desarrollo frente a
agentes quimicos, incluyendo al Pb (Cooney, 2011; Wright
y cols, 2007). Al respecto, la corticosterona en la rata es la
hormona efectora del eje hipotaldmico-pituitario-adrenal
(HPA) que se activa como respuesta a situaciones de
estrés. Interesantemente, y en relacién a estas evidencias,
tanto nosotros como otros autores hemos reportado que
la exposicion temprana (Cory-Slechta y cols, 2004;
Virgolini, 1999; Virgolini y cols, 2004; Yu y cols, 1996) o
adulta a Pb (Haider y cols, 2013) eleva los niveles basales
de corticosterona y desencadena una mayor reactividad a
situaciones estresantes (Figs. 2A y 2B, paneles izquierdo y
derecho). Mas aun, se han descripto cambios permanentes
en estos animales que involucran altos niveles de
corticosterona (revisado en Cory-Slechta y cols, 2008),
disfunciones del HPA (Rossi-George y cols, 2009), cambios
en la densidad de los receptores a glucocorticoides (Rossi-
George y cols, 2011), modificaciones en una escala
operante de intervalo fijo (IF), con exposicion a Pb
interrumpida en el destete (Virgolini y cols, 2006) o
continua en la edad adulta (Rossi-George y cols, 2011), en
ambos casos potenciada por el estrés (Virgolini y cols,
2008a, 2008b). Cabe destacar que respuestas operantes de
IF han demostrado ser sensibles a la exposicion a Pb (Cory-
Slechta y cols, 1994; Cory-Slechta, 1990) y son
consideradas buenos predictores de la impulsividad, una
de las manifestaciones clinicas de trastorno por déficit de
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atencién con hiperactividad (TDAH) (Darcheville y cols,
1993, 1992), y un factor predisponente al abuso de
sustancias (Dalley y cols, 2007), ambos sindromes
categorizados como desdrdenes impulsivo-compulsivos
(Fernando y Robbins, 2011). Del mismo modo, la bldsqueda
de la novedad es considerada otro predictor del abuso de
drogas (Piazza y cols, 1989) con buena correlaciéon con
reportes en humanos (Ersche y cols, 2010). En resumen, las
evidencias presentadas hasta el momento indicarian que
factores ambientales como el estrés pueden incrementar la
vulnerabilidad a la adicciéon en animales expuestos a Pb y
vicerversa, la exposicion a Pb, postulamos, podria actuar
como un estresor facilitando el desarrollo de adiccién a
drogas (Haider y cols, 2013). Ademds, evidencias clinicas
sefialan que si bien las concentraciones basales de cortisol
(hormona del estrés en humanos) se asocian en forma
negativa con el Pb en adultos (Fortin y cols, 2012), si la
exposicion ocurre en la vida temprana, la correlacién entre
los niveles de Pb y la respuesta a cortisol frente a un
estresor es positiva (Gump y cols, 2008), revelando los
efectos en la programacion fetal de este metal. Estos
reportes adquieren relevancia clinica y epidemioldgica en
el contexto de la poblacién infantil que puede estar
expuesta simultdneamente a Pb y estrés: nifios que
pertenecen a una minoria de bajos recursos que viven en
vecindades en las que predominan las situaciones
estresantes, violencia, adiccion a drogas y alcohol y pobre
atencion médica. Asi, varios factores relacionados con la
pobreza convergen para incrementar el riesgo de la
exposicion a Pb para estos niflos (Lee y cols, 2005).
Asimismo, dietas bajas en Ca o malnutricién son factores
concomitantes coexistiendo con las condiciones de
pobreza que facilitan la absorcién de Pb y potencian la
anemia inducida por este metal (DiSalvo y cols, 2009;
Gallicchio y cols, 2002). Al respecto, ha sido demostrado
que las dificultades de aprendizaje en roedores expuestos
a bajos niveles de Pb durante el desarrollo pueden ser
mitigadas por enriquecimiento ambiental, aun cuando el
enriquecimiento ocurra después de la exposicién (Guilarte
y cols, 2003). Por consiguiente, Schneider y cols, (2001),
basado en la reversion de los efectos neuroconductuales y
neuroquimicos del Pb por el enriquecimiento ambiental
durante la juventud de las ratas concluyd que: “los mismos
factores ambientales y socioeconémicos que aumentan la
posibilidad de que un nifio esté expuesto al Pb pueden
también potenciar los efectos de este metal en el cerebro”.

3) ADICCION

3.1) Concepto de reforzamiento:

Koob (2003) definié a la adiccidn a drogas como “un
sindrome crénico recurrente que evoluciona desde un
desorden con control de los impulsos dominado por el
reforzamiento positivo a un desorden compulsivo
caracterizado por reforzamiento negativo”.
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lzquierda: Niveles de corticosterona (A y B) y actividad locomotora (C y D) obtenidos en condiciones basales o en respuesta al ambiente nuevo o la inyeccién de
salina (SAL). Panel superior, (A): niveles de corticosterona basales e inducidos por el ambiente nuevo medidos antes y después del periodo de habituacion de 30 min,
respectivamente. (B): niveles de corticosterona medidos 15 6 45 min después de la administracion de la inyeccidn de SAL. *p < 0,05 comparado con el grupo control.
Panel medio, (C): actividad locomotora medida durante el periodo de 30 min de habituacidn a los actdgrafos. (D): actividad locomotora registrada a los 15 6 45 min
luego de la administracion de la inyeccion de SAL en ratas habituadas al ambiente de los actégrafos. Inserto: actividad locomotora medida durante el periodo de 0 a
45 min graficada en tres bloques de 15 min cada uno. *p < 0,05 comparado con el grupo control. En todos los casos los valores representan a las medias + el error
estandar. Panel inferior, (E): actividad locomotora durante el periodo de habituacién y (F) en respuesta a SAL o anfetamina (ANF: 0,5 mg/kg i.p.). Los valores estan
expresados como porcentaje del control inyectado con SAL + el error estandar. Derecha: Niveles de corticosterona (A y B) y actividad locomotora (C y D) obtenidas
en condiciones basales o en respuesta a la asociacion del ambiente nuevo y la inyeccion de SAL o la a la inyeccion de SAL sola. Panel superior, (A): niveles de
corticosterona basales e inducidos por la asociacidén del ambiente nuevo y la inyeccion de SAL medidos antes y después de los 30 min del periodo de habituacion,
respectivamente. (B) niveles de corticosterona medidos 15 6 45 min después de la administracion de una segunda inyeccion de SAL. *p < 0,02 comparado con el
grupo control. Panel medio, (C): actividad locomotora medida durante el periodo de 30 min de habituacidn a los actégrafos en ratas que han recibido una inyeccion
de SAL inmediatamente antes de ser colocadas en los actdgrafos. (D): actividad locomotora obtenida 15 6 45 min después de la administracion de una segunda
inyeccion de SAL en ratas habituadas al ambiente de los actdgrafos. Inserto: actividad locomotora medida durante el periodo de 0 a 45 min graficada en tres bloques
de 15 min cada uno. En todos los casos los valores representan a las medias + el error estandar. Panel inferior, (E): actividad locomotora en respuesta al ambiente
nuevo asociado con la inyeccion de SAL durante el periodo de habituacién y (F) en respuesta a una segunda inyeccion de SAL o ANF (0,5 mg/kg i.p.). Los valores estan
expresados como porcentaje del control inyectado con SAL + el error estdndar. Centro, arriba: Espiral que representa la transicion desde las primeras fases de la
adiccion con predominio del reforzamiento positivo hacia estados mas tardios con preeminencia de reforzamiento negativo. Las flechas representan los efectos que
tanto plomo como anfetamina ejercerian en el proceso de adiccion. Centro, abajo: (G): Preferencia condicionada al contexto asociado a la administracién de 1,5; 2,0;
2,5 6 3,0 mg/kg de ANF en animales sometidos a dos sesiones consecutivas y alternadas de SAL y ANF separadas entre si por 6 hs. *p < 0,05 con respecto al grupo
control a la misma dosis. Tomada de: Virgolini y cols, 2004 (A-F, ambos paneles) y Virgolini, 1999 (G).
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El reforzamiento es un proceso en el cual una respuesta o
conducta es fortalecida sobre las bases de experiencias
previas. Asi, el reforzamiento positivo se define como el
proceso por el cual la presentacion de un estimulo
incrementa la probabilidad de la ocurrencia de una
respuesta y generalmente esta asociado a las primeras
fases del proceso de adiccion. El reforzamiento negativo,
por otra parte es “el proceso por el cual la remocién de un
estimulo aversivo (o un estado motivacional negativo tal
como la abstinencia a drogas) incrementa la probabilidad
de ocurrencia de esa respuesta” y constituye un
componente critico en la transicion a la dependencia como
una consecuencia de la necesidad del individuo para
impedir los sintomas de la abstinencia (Gilpin y Koob,
2008). Asi, la conducta de consumo de drogas progresa de
una condicion temprana de reforzamiento positivo
evidenciada por los efectos euforizantes y estimulantes de
la droga (deseo compulsivo por el placer) a un estado
tardio de reforzamiento negativo evidenciado como
disforia y ansiedad (deseo compulsivo por el alivio)
producto de la remocién de la droga (Heilig y Koob, 2007).
En resumen, las dos fuentes principales del reforzamiento,
positivo y negativo, juegan un rol clave en los procesos
alostaticos que llevan al abuso de drogas, definiéndose a la
alostasis como la adaptacién del organismo a situaciones
adversas (McEwen, 1993). Ambos aspectos seran
abordados en esta revision, particularmente en lo que se
relaciona a la exposicion a Pb como factor determinante en
la vulnerabilidad a la adiccidn a drogas y particularmente a
etanol.

3.2) Circuito de la motivacion:

El sistema mesocorticolimbico esta conformado por los
cuerpos neuronales situados en el area tegmento-ventral
(ATV) con axones que proyectan predominantemente al
nicleo accumbens (NAc), localizado en la regidn cerebral
denominada estriado ventral y la corteza prefrontal,
liberando el neurotransmisor dopamina (DA) en la terminal
sinaptica. Durante las primeras fases de la adiccion el
predominio de las propiedades reforzantes positivas de las
drogas esta mediado por la estimulacidon de las neuronas
dopaminérgicas. Asi, el uso de alcohol, psicoestimulantes y
opioides favorecen la acumulacion de DA en el NAc
predominantemente, otorgdndole saliencia a su
sefializacion (Koob y Bloom, 1988; Wise y Bozarth, 1987).
Numerosas evidencias apoyan la hipdtesis que los
psicoestimulantes (anfetamina, cocaina, nicotina) activan
el sistema dopaminérgico mesolimbico, proceso clave para
sus efectos reforzantes. Sin embargo, los opioides y el
alcohol  actian  también  mediante  mecanismos
independientes de DA (sistemas opioidérgico y
gabaérgico). Por otra parte, una region implicada en los
efectos del reforzamiento negativo tanto de las drogas
como del estrés es la amigdala, que es considerada parte
del sistema limbico y que proyecta al hipotdlamo vy al
cerebro medio. La amigdala extendida consiste en varios
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nucleos que influencian el paso al estado de ansiedad y
reforzamiento negativo: la amigdala basolateral, la
amigdala central y los nucleos corticales. Ademas, en este
proceso tanto el eje HPA como el sistema de estrés
cerebral extrahipotalamico mediado por el factor liberador
de corticotrofina (CRF) estan desregulados (Koob, 2013).
Asi, los efectos deletéreos de la exposicion a Pb sobre
estos neurotransmisores (que no son objeto de esta
revisidn) y su superposicion con el circuito de la adiccion
constituyen las  bases neurobiolégicas de las
manifestaciones conductuales y moleculares que
describiremos a continuacion en lo que se refiere a la
adiccidn a drogas en general y a psicoestimulantes y etanol
en particular.

4) PLOMO Y ADICCION A DROGAS

4.1) Psicoestimulantes:

En estudios pioneros en animales se relaciond la
hiperactividad con la exposicion a Pb, independientemente
de la fase del desarrollo en la cual se produjo la exposicion
(Sauerhoff y Michaelson, 1973; Silbergeld y Goldberg,
1974). Posteriormente se reportd hiperactividad basal en
animales infantes o periadolescentes expuestos a bajas
dosis de Pb, efectos que desaparecieron en la edad adulta
(Moreira y cols, 2001; Virgolini y cols, 2004). Por otra parte,
se ha demostrado que la presentacién de un ambiente
nuevo representa un estrés para el animal e induce un
aumento de la actividad motora (Kelley y Lang, 1989). A
este respecto, Barrett y Livesey, (1985) y Virgolini y cols,
(2004) describieron que la exposicion postnatal a dosis
bajas de Pb incrementa la actividad locomotora de estos
animales a situaciones estresantes (ruido, ambiente nuevo,
pinchazo). Estos efectos estarian asociados a los elevados
niveles basales de corticosterona y a la mayor reactividad a
situaciones estresantes que fueron descriptos en animales
expuestos a Pb durante el desarrollo (Cory-Slechta y cols,
2004; Virgolini, 1999; Virgolini y cols, 2004; Yu y cols,
1996).

Los primeros reportes de efectos de la exposicion perinatal
a altas dosis de Pb sobre la respuesta locomotora a
anfetamina mostraron caracteristicas compatibles con un
TDAH descripto en nifios y evidenciado con una respuesta
paraddjica a anfetaminas, metilfenidato y fenobarbital
(Rafales y cols, 1981; Silbergeld y Goldberg, 1974).
Resultados similares fueron reportados recientemente en
nifios en los que se demostrd que la exposicidon a niveles
ambientales de Pb constituye un factor de riesgo para
TDAH (Braun y cols, 2006). Cuando se evaluaron modelos
de exposicion a dosis bajas de Pb (Wince y cols, 1980) se
reportd6 una incrementada actividad locomotora
espontanea acompafiada de una atenuada respuesta
locomotora a dosis entre 0,5 y 2,0 mg/kg de anfetamina en
crias periadolescentes expuestas a Pb durante el
desarrollo.
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Izquierda: Actividad locomotora registrada en los actdgrafos en bloques de 10 min durante 210 min en respuesta a 2,5 (A); 5,0 (B) 6 10,0 (C) mg/kg de cocaina i.p. El
protocolo consistid en registrar la actividad locomotora basal durante 60 min, finalizados los cuales todos los animales fueron inyectados con salina y su locomocién
registrada por otros 60 min. Finalmente, el efecto estimulante locomotor de cocaina fue evaluado por 90 min adicionales. (A, By C): *p < 0,05 comparado con el
grupo control a igual tiempo. (B): *p < 0,05 comparado con el grupo control a todos los tiempos. Derecha: Actividad locomotora registrada en los actografos en
bloques de 10 min durante 210 min en respuesta a 5,0 mg/kg de cocaina i.p. registrada 24 hs (D) 6 21 dias (E) después de la tltima sesion de estrés crénico por
inmovilizacién (7 sesiones diarias de 2 hs). El protocolo usado para el registro de la locomocidn fue similar al descripto arriba. C-NE= control no-estrés; C-E= control
estrés; Pb-NE= plomo no-estrés y Pb-E= plomo estrés. *p < 0,05 comparados con el grupo C-NE a todos los tiempos. Centro: Espiral que representa la transicion
desde las primeras fases de la adiccién con predominio del reforzamiento positivo hacia estados mas tardios con preeminencia de reforzamiento negativo. Las
flechas representan los efectos que tanto plomo como cocaina ejercerian en el proceso de adicciéon. Datos no publicados previamente.
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Es conocido que tanto los psicoestimulantes como el estrés
del ambiente nuevo activan el eje HPA incrementando los
niveles de corticosterona, que a su vez ejerce un rol
modulador de la respuesta locomotora de estas drogas.
Ademas, los efectos de las drogas de abuso dependen no
so6lo de sus propiedades farmacoldgicas sino también del
contexto en el que se produce su administracion (Badiani y
cols, 1995). De esta manera, resultados reportados por
nosotros demostraron que la exposicién a Pb durante el
desarrollo indujo un aumento en la respuesta locomotora a
anfetamina que estuvo influenciada por la
hiperlocomocién provocada por el estrés de la inyeccion,
respuesta que fue observada selectivamente en el grupo
expuesto a Pb y acompafiada de elevados niveles basales
de corticosterona y una incrementada secrecion de esta
hormona en respuesta al estrés de la inyeccidn (Figs. 2A-F,
panel izquierdo). La habituacidon al estrés previo a la
prueba restablecié tanto la secrecion de corticosterona
como la respuesta locomotora a la inyeccidon a niveles
comparables a los controles, no evidenciandose cambios
entre ambos grupos en la respuesta locomotora a
anfetamina en estas nuevas condiciones experimentales
(Figs. 2A-F, panel derecho). Adicionalmente demostramos
que estas alteraciones conductuales y hormonales son
reversibles puesto que no se manifestaron en animales
adultos expuestos perinatalmente a Pb (Virgolini y cols,
2004). Con respecto a otras respuestas a anfetamina, se ha
descripto que su umbral de discriminacién fue mayor en
animales expuestos a Pb en la adultez en relacion a sus
controles cuando fueron evaluados en una prueba de
aprendizaje de discriminacion de drogas (Rosen y cols,
1986; Zenick y Goldsmith, 1981). Mas aun, la exposicidn a
dosis bajas de Pb durante el desarrollo atenud las
propiedades reforzantes de 2,5 mg/kg de anfetamina
cuando estos animales fueron expuestos a un contexto
previamente asociado a la droga en un paradigma de
condicionamiento apareado a un sitio (Virgolini, 1999; Fig.
2G). Puede concluirse entonces que los animales expuestos
a Pb en cualquier etapa de la vida muestran en general
respuestas atenuadas a los efectos estimulantes y
reforzantes de anfetamina.

En relacién a cocaina, estudios realizados por Nation y cols,
(1996) demostraron que si bien la sensibilizacidn
conductual (aumento en la respuesta por dosis repetidas
de la droga) y la autoadministracion de esta droga se
manifestd tanto en animales controles como expuestos a
Pb en la edad adulta, estos ultimos mostraron un retardo
en el desarrollo de estas conductas evidenciada como una
pendiente menos pronunciada. Por otra parte, Grover y
cols, (1993) han demostrado una atenuacién en la
hiperactividad inducida por 10 mg/kg de cocaina en
animales expuestos a Pb en la edad adulta. Los efectos de
la exposicién al metal durante el desarrollo son mas
complejos y en general se ha observado una atenuacién en
la preferencia condicionada a un contexto previamente
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asociado a cocaina (Miller y cols, 2000a), atenuada
respuesta locomotora a una inyeccion aguda de cocaina
(aunque asociada a incrementada sensibilizacion ante la
administracion repetida a la droga) (Nation y cols, 2000),
supersensibilidad a la capacidad de reinstalacion de
cocaina (Nation y cols, 2003), e incrementada
autoadministracion de cocaina (Rocha y cols, 2005), con un
corrimiento a la izquierda en la curva dosis-respuesta en
una prueba de autoadministracion de la droga (Nation y
cols, 2004). Por otra parte, en experimentos en los que
evaluamos curvas dosis-respuesta a los efectos
estimulantes locomotores demostramos que 5 mg/kg de
cocaina incrementaron significativamente la actividad
locomotora de animales periadolescentes expuestos a
dosis bajas de Pb durante el desarrollo (Fig. 3B).
Interesantemente, a 10 mg/kg esta hiperlocomocion se
manifestd tanto en los animales controles como en los
expuestos a Pb, mientras que a 2,5 mg/kg esta respuesta
no fue evidente en ninguno de los dos grupos (Figs. 3C y
3A, respectivamente) (resultados no publicados). Cabe
destacar que estos efectos no estuvieron influenciados por
la hiperactividad basal ni por la respuesta a la inyeccion de
vehiculo (salina), puesto que en el protocolo usado en este
estudio los animales fueron habituados al ambiente de los
actdgrafos por 60 min, recibieron una inyeccién de salina 'y
su actividad locomotora fue registrada por otros 60 min
previo a la administracion de cocaina de acuerdo al
procedimiento usado por Chefer y cols, (1999).
Interesantemente, 24 hs después de la Gltima sesién de
estrés cronico por inmovilizacion (un total de siete sesiones
de 2 hs de duracién cada una) se observd hiperactividad
basal en los primeros 10 min de la prueba en todos los
grupos (excepto en los animales controles no estrés),
efecto que desaparecié durante la habituacidn y en la fase
de respuesta al vehiculo, pero que se manifestd
nuevamente ante la administraciéon de 5 mg/kg de cocaina.
Cabe destacar que estas respuestas no fueron
permanentes puesto que no se observaron 21 dias después
de la dltima sesion de estrés cronico por inmovilizacion
(Figs. 3D 'y 3E, respectivamente) (resultados no
publicados). En resumen, cuando se evaluaron los efectos
estimulantes locomotores de cocaina, respuestas opuestas
fueron reportadas, dependiendo del periodo del desarrollo
en el que ocurrio la exposicion y de las condiciones
experimentales en las que fueron evaluadas.
Interesantemente, las  respuestas  también son
contradictorias cuando se evaltan sus efectos reforzantes
debido a que la exposicion prenatal a Pb reduce
significativamente la preferencia por un sitio asociado a la
droga (Miller y cols, 2000a) pero aumenta su
autoadministracién (Rocha y cols, 2005). Asi, el periodo de
la vida del animal en el cual ocurre la exposicion a Pb
parece ser crucial al determinar los efectos subsecuentes
sobre las conductas relacionadas a la adiccién a cocaina.
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4.2) Opioides:

Estudios pioneros en neonatos expuestos a altas dosis de
Pb durante el desarrollo realizados por Kitchen y cols
(1984) demostraron que la presencia del metal altera el
desarrollo de los sistemas de receptores opioides, efectos
que podrian persistir en la adultez, sugiriendo una relacion
entre la exposicion a Pb y la adiccidn a opioides (Kitchen y
Kelly, 1993). Cuando se compard la exposicion a Pb
durante el desarrollo en relacion a la edad adulta, se
observé una reduccion en la actividad locomotora inducida
por morfina en los animales adultos, en tanto que la
exposicion temprana a Pb dio como resultado una
respuesta conductual aumentada a la droga, indicando
nuevamente que el periodo al cual ocurre la exposicion a
Pb es un contribuyente significativo a la manifestacion de
sus efectos (Miller y cols, 2000b). Sin embargo, las
propiedades reforzantes muestran efectos diferenciales
puesto que el condicionamiento a un sitio previamente
asociado a morfina (Valles y cols, 2003), o Ila
autoadministracidon de esta droga (Cardon y cols, 2004) se
vio reducida por la exposicién a Pb durante el desarrollo.
En conclusion, los efectos estimulantes de los opioides
muestran una atenuacion cuando la exposicién a Pb se
produce en el periodo adulto, mientras que la presencia
del metal durante el desarrollo incrementa la respuesta a
morfina (Miller y cols, 2000b). Sin embargo, las evidencias
apuntan a direcciones opuestas para los efectos
reforzantes, puesto que la exposicidn perinatal a Pb reduce
significativamente la preferencia a un sitio asociado a
morfina (Valles y cols, 2003).

4.3) Etanol:

Ademas de los factores ambientales mencionados
anteriormente en los que se ha puesto un énfasis
particular en el estrés, variables relacionadas al estilo de
vida tales como el consumo de alcohol estd también
positivamente asociado con niveles sanguineos de Pb. Esto
es evidente aun cuando las diferencias en las variables
sociodemograficas estén controladas y puedan por lo tanto
converger en peligros adicionales para la salud
ocasionando alteraciones en el desarrollo de nifios (Hense
y cols, 1992; Shaper y cols, 1982) y de mujeres
embarazadas (Rhainds y Levallois, 1997). Se ha indicado
ademds que el consumo excesivo de etanol eleva los
niveles de Pb en sangre (Pizent y cols, 2001) y los
parametros bioquimicos indicativos de intoxicacidon con Pb
(Lopez y cols, 2002). Sin embargo, en los estudios
experimentales que se mencionan a continuacidon se
descarto la posibilidad de diferencias toxicocinéticas como
resultado de la exposicion a Pb mediante mediciones de
alcohol en sangre, sugiriendo que ambos neurotdxicos
podrian estar interaccionando en un sitio de accién comun
(Burkey y cols, 1994; Correa y cols, 2001, 2000, 1999;
Mattalloni y cols, 2013; Nation y cols, 1993) como serd
brevemente sefialado al final de esta revision.
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En relacion a los efectos del etanol en animales de
experimentacién, las primeras evidencias experimentales
demostraron que la exposicion a Pb en la edad adulta
atenuaria algunas respuestas a los efectos farmacoldgicos
del etanol tales como la analgesia (Burkey y cols, 1994), y
el palanqueo por etanol en un paradigma de
autoadministracion oral de la droga (Nation y cols, 1991,
1986). Sin embargo, animales adultos expuestos a Pb
mostraron un incrementado consumo oral de etanol
(Nation y cols, 1986), resultado que fue replicado por
nosotros en animales periadolescentes expuestos a Pb
durante el desarrollo (Mattalloni y cols, 2013; Virgolini,
1999) y que sera abordado en profundidad en las secciones
siguientes:

4.3.1) La perspectiva del reforzamiento negativo:

Sobre las bases de que el etanol es considerado una droga
ansiolitica, la hipdtesis de reduccion de la tensidn propone
que el consumo excesivo de etanol podria responder a la
necesidad del individuo de mitigar la ansiedad que pudiera
estar experimentando (Pohorecky, 1981), aspecto
directamente relacionado con las propiedades reforzantes
negativas de la droga. A este respecto, y como se
menciond anteriormente, en animales periadolescentes
expuestos a Pb durante el desarrollo demostramos un
mayor consumo voluntario de etanol, lo que podria estar
relacionado con los elevados niveles basales de
corticosterona y mayor reactividad al estrés y a los efectos
ansioliticos de etanol reportados por nosotros (Fig. 4A)
(Virgolini y cols, 1999, 2004).

Coincidentemente, otros autores han sugerido que niveles
basales elevados de corticosterona condicionarian un
incrementado consumo de etanol (Prasad y Prasad, 1995)
puesto que se ha demostrado que la remocién de las
adrenales (Fahlke y cols, 1994b) o la administracion de
metopirona —inhibidor de la sintesis de corticoides (Fahlke
y cols, 1994a y b) disminuyeron, mientras que el reemplazo
con corticosterona tanto i.p. (Fahlke y cols, 1994b) como
i.c.v. (Fahlke y cols, 1996) restablecio el consumo de etanol
en animales que ingirieron cantidades moderadas de
alcohol asi como en animales que naturalmente prefieren
el etanol (Fahlke y Eriksson, 2000).

4.3.2) La perspectiva del reforzamiento positivo:

Resultados publicados recientemente por nosotros
demuestran que las mayores cantidades de etanol
consumidas por los animales expuestos al Pb durante las
sesiones de consumo diario fueron suficientes para inducir
un incremento en la actividad locomotora inmediatamente
después en animales que habian sido habituados a los
actografos el dia anterior (Figs. 4B y 4C), revelando un
mayor efecto estimulante de etanol en estos animales
(Mattalloni y cols, 2013).
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Izquierda: (A): los datos de la Tabla representan pardmetros indicativos del efecto ansiolitico de etanol en el laberinto en cruz elevado (“plus maze”) en respuesta a
0;0,5; 1,0; 1,5 6 2,0 g/kg de etanol. *p < 0,05; **p < 0,02; ***p < 0,001 comparado con el grupo respectivo inyectado con SAL (0 g/kg de etanol). tp < 0,05 y +ttp <
0,001 comparado con el grupo control inyectado con la misma dosis de etanol Los valores representan las medias + el error estandar. (B): consumo voluntario de
etanol en animales controles y expuestos a Pb. Los datos (medias + error estandar) fueron agrupados en bloques de 4 dias en el eje horizontal correspondiente a
concentraciones crecientes de etanol (dias 1-4: 2%; dias 5-8: 4%; dias 9-12: 6%; dias 13-16: 8%, y dias 17-28: 10%). *Denota p < 0,002 en comparacion con los
animales controles. (C): el grafico representa la actividad locomotora evaluada inmediatamente después del consumo voluntario de etanol. Se presenta junto con la
locomocién de animales que no han consumido etanol, todos habituados a los actégrafos el dia anterior. *denota p < 0,05 comparada con todos los grupos a igual
tiempo; #denota p < 0,05 en relacién a los animales controles que han consumido etanol a igual tiempo y “denota p < 0,05 entre el grupo Pb que consumié en
relacién al que no consumid etanol. Inserto: la letra “a” indica una diferencia significativa de todos los otros grupos a p < 0,02. C-ETOH= grupo control con consumo
de etanol; C-noETOH= grupo control sin consumo de etanol; Pb-ETOH= grupo Pb con consumo de etanol; Pb-noETOH= grupo Pb sin consumo de etanol. Derecha: (D):
adquisicion de la autoadministracion de 10% de etanol en una escala progresiva a lo largo de las sesiones de razdn fija (RF) entre RF=1 y RF=20. El grafico indica el
promedio de respuestas por sesion en la palanca activa (28 sesiones en total). Inserto: promedio de respuestas para cada requerimiento de RF. *indica p < 0,02 en
relacién a todas las otras barras. (E): condicionamiento a un contexto asociado a la administracion de 0,5; 1,0 6 1,5 g/kg de etanol en animales sometidos a ocho
sesiones diarias alternadas de SAL y etanol. *p < 0,001 con respecto al grupo control a la misma dosis de etanol. Centro: Espiral que representa la transicion desde las
primeras fases de la adiccién con predominio del reforzamiento positivo hacia estados mas tardios con preeminencia de reforzamiento negativo. Las flechas
representan los efectos que tanto plomo como etanol ejercerian en el proceso de adiccion. Tomada de: Virgolini y cols, 1999 (A); Mattalloni y cols, 2013 (B-D) y
Virgolini, 1999 (E).
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Por otra parte, las propiedades reforzantes de etanol fueron
también abordadas en un paradigma de conducta operante
(Fig. 4D), en el cual los animales fueron entrenados para
palanquear por una solucion de etanol al 10% a
requerimientos de palanqueo crecientes. Los resultados
evidencian una mayor tasa de palanqueo a la razén fija (RF)=2
en los animales expuestos a Pb, lo cual estuvo asociado a un
mayor punto de quiebre (RF=5 para los controles vs. RF=20
para el grupo expuesto a Pb), indice que refleja el mayor
esfuerzo que esta dispuesto a realizar el animal para obtener la
recompensa, en este caso la solucidon de etanol. Cuando la
prueba de condicionamiento asociado a un sitio fue empleada
para evaluar los efectos reforzantes de etanol (Fig. 4E), se pudo
observar que la aversion por el sitio previamente asociado con
el etanol que fue observada en los animales controles no se
evidencio en el grupo perinatalmente expuesto a Pb, indicando
una menor respuesta aversiva al etanol en estos animales
(Virgolini, 1999). Finalmente, y a la luz de los resultados
presentados en esta seccion, es importante mencionar que en
la busqueda del mecanismo para la adquisicidn de la conducta
de consumo de etanol en ratas expuestas a Pb, y considerando
el rol primordial del reforzamiento positivo en los estados
tempranos del proceso de adiccion, se ha demostrado que la
administracion aguda de Pb a ratones produjo una
potenciacién en la respuesta locomotora a etanol (pero no en
la actividad espontanea) (Correa y cols, 2000, 1999). Este
efecto también fue observado en presencia de una exposicion
crénica a Pb durante el desarrollo del individuo (Mattalloni y
cols, 2013; Somashekaraiah y cols, 1992; Valenzuela y cols,
1989), demostrando las propiedades activadoras del metal
sobre los efectos de etanol cuando es administrado en forma
aguda o en organismos en formacion. Interesantemente, estos
efectos fueron selectivos para el etanol ya que no fueron
observados en respuesta a otras drogas como anfetamina o
alcoholes de cadena corta (Correa y cols, 2005, 1999). Sobre la
premisa de que el acetaldehido generado en cerebro tendria
propiedades reforzantes positivas (Correa y cols, 2012), tanto
otros investigadores como nosotros hemos postulado que
catalasa, principal enzima involucrada en la oxidacién cerebral
de etanol a acetaldehido seria el sitio de accién comun para Pb
y etanol, puesto que tanto su activacién (Manrique y cols,
2006; Mattalloni y cols, 2013) como inhibicidon farmacoldgica
(Mattalloni y cols, 2013) o genética (Karahanian y cols, 2011,
Quintanilla y cols, 2012) modifica las respuestas estimulantes y
motivacionales al etanol.

5) CONCLUSION
Los esfuerzos actuales para reducir las posibilidades de

exposicion a toxicos ambientales como el Pb son constantes.
Concretamente, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha
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incluido recientemente al Pb dentro de una lista de diez
productos quimicos “causantes de graves problemas de salud
publica que exigen la intervencién de los Estados Miembros
para proteger la salud de los trabajadores, los nifios y las
mujeres en edad fecunda”. Asi, la literatura citada en esta
revision sobre las alteraciones inducidas por este metal en
organismos en desarrollo ha puesto énfasis en las evidencias
que el Pb presente en el ambiente actia como neurotoxico del
desarrollo modificando las respuestas a las drogas de abuso,
las cuales difieren en relacién a los periodos de desarrollo en
los cuales transcurre la exposicidén. Sin dudas, el periodo de
desarrollo temprano conforma la etapa de mayor
vulnerabilidad a la impronta de eventos o sustancias quimicas
para determinar la manifestacion de los efectos neurotoxicos.
Asi, los factores ambientales discutidos en esta revision (el Pb
mismo, o situaciones estresantes) al interaccionar potenciarian
la vulnerabilidad a desarrollar conductas adictivas. Estos
factores se constituyen como inductores de la carga alostatica
de un organismo que, frente a las drogas reacciona disparando
conductas anémalas como las mencionadas. La superposicion
de los circuitos neuronales utilizados por las drogas de abuso
como también por los agentes y factores ambientales
discutidos en esta revisidn revela la necesidad de estudiar los
mecanismos celulares y moleculares por los cuales se
producen estas interacciones.
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ABSTRACT

The sustained reduction across years in the blood lead (Pb) levels considered “safe” for developing organisms reveals the increasing concern for
the subclinical effects resulting from the exposure to this persistent environmental neurotoxicant. The present revision compiles behavioral
evidences in animal models exposed to low-level Pb in different stages of life, mainly during early development, focusing on addiction
vulnerability to psycostimulants and alcohol. The consequences of the co-existence of endofactors such as stress in the modulation of these
responses are also discussed. Positive and negative reinforcement as determinants of the behavioral manifestations emerged from the data
presented here, particularly regarding to alcohol vulnerability. The evidences demonstrated that the imprint resulting from the contact with the
metal during development, or the concomitant presence with other chemical agents in later stages of life are determinant to the reactivity of
these organisms to challenging situations such as the initiation to addictive behaviors, particularly to drug abuse. It becomes imperative to
approach a deep study of the neurobiological basis in order to identify shared mechanisms for these neurotoxicants that impact in the

modulation of these behaviors.

Keywords: Lead, ethanol, amphetamine, cocaine, stress, neurotoxicants, environmental contaminants, drug addiction.
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REVIEW ARTICLE

LONG TERM CONSEQUENCES OF IN UTERO ENDOCRINE DISRUPTORS EXPOSURE ON MALE OFFSPRING
DEVELOPMENT
(Consecuencias a largo plazo de la exposicion in utero a interruptores enddcrinos sobre el desarrollo de la
cria macho)

Maria Eugenia Pallarés and Marta C. Antonelli

Instituto de Biologia Celular y Neurociencias “Prof. Eduardo De Robertis”, Facultad de Medicina, Universidad de Buenos Aires, Argentina.

ABSTRACT

Early life events have long lasting impacts on tissue structure and function. It is accepted that there is an association between environmental challenge
during pregnancy and later pathophysiology, a concept that has been named ‘developmental programming’ The environmental adversity acts on specific
tissues of the foetus during sensitive periods in its development to change developmental trajectories and thus their organisation and function. During
the prenatal period, gonadal steroid hormones (i.e. oestrogens and androgens) organise the developing brain by changing the architecture of several
neural substrates which later in puberty are activated by the gonadal steroids surge in a directed manner. Endocrine disruptors may distort or shift the
organism’s normal patterns of response to environmental or internal conditions and if present during the gestational period, severe morphological and
functional impairments have been observed in the offpring. In this mini-review we will summarize the literature available on endocrine disruptors (ED)
exposure during pregnancy and the influence on the outcome of the male offspring. Additionally, the effects of the non-steroidal ED flutamide will be

discussed in view of the simmilarities detected with the prenatal stress effects observed on male offspring.

Keywords: developmental programming; gonadal steroid hormones; male rat offspring; dopaminergic system; prenatal stress; flutamide.
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1) SEXUAL DIFERENTIATION OF THE MALE REPRODUCTIVE
TRACT

The primordial germ cells are the source of the spermatogonia
cell line in males and oogonia in females. In males, the Y
chromosome presents a gene called the testis determining
factor (TDF) which initiates testicular differentation. The
moment when the testis is first formed and the fetus
distinguished as being a male is termed sexual differentiation
(Brennan and Capel, 2004, Polanco and Koopman, 2007). The
testes produce mullerian duct inhibiting hormone (MIH) which
prevents the development and differentiation of the female
internal reproductive organs and the testicular Leydig cells
begin to produce testosterone which stimulates the
development and differentiation of the Wolffian duct. The
Wolffian duct gives rise to the male structures such as the
ductus deferens, seminal vesicles and epididymis.

It is important to point out that the process by which the
sexually indifferent fetus with a testis attains differentiated
testes that secrete hormones and is transformed into a
phenotypic male with internal and external male genitalia is
called masculinization. The period during which the
reproductive tract differentiate to the internal and external
genitalia is called the masculinization programming window
which in rats, roughly extends from embryonic day 17,5 to 19,5
(Scott et al., 2009).

Cholesterol is the precursor for all sex steroids and the
influence of gonadal steroids on sexual differentiation becomes
apparent after all steroid hormones and their receptors are
functional. Testosterone, estrogen and their metabolites play
important roles sexual differentiation, (Gorski, 2000,
Karaismailoglu and Erdem, 2013).
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Insufficient testosterone production or action during the
masculinisation programming window in the foetal rat can
result in disorders of masculinisation including malformation of
the penis, cryptorchidism and reduced anogenital distance.

2) MASCULINIZATION OF THE BRAIN

It is now accepted that the reproductive system depends on
the brain. Sexual dimorphism refers to the phenotypic
differences between males and females of the same species
and is observed not only in the reproductive system but also in
the central nervous system and cognitive functions as well. As
much as the genitalia, the regions of the brain directly involved
with reproduction undergoes hormone-dependent sexual
differentiation. This masculinization of the brain occurs
perinatally in rodents (Arnold and Gorski, 1984, McCarthy and
Konkle, 2005). Circulating testosterone can cross the blood—
brain barrier and enter the cell, where it binds to its
intracellular receptor. Testosterone can be converted to
dihydrotestosterone (DHT) by 5-alpha reductase or to 17B-
estradiol by aromatase enzymes. The direction of adult
hormonal responsiveness will dictate sex-specific behaviour
and physiology (Zhang et al.,, 2010). Although the main
mechanism for masculinization of the brain is via the neural
aromatization of testosterone to estrogen, DHT and other
androgens also show effects through androgen receptors. In
spite of the general belief that testosterone is the male
hormone while estrogen and progesterone are the female sex
hormones, in reality each sex has a particular balance of
several hormones and the male fetal brain seems to be shaped
according to a reciprocal interaction between estrogen
receptors and androgen receptors. (Gorski, 2000,
Karaismailoglu and Erdem, 2013).

The effect of gonadal hormones on brain maturation takes
place at two different periods of life known as the classical
organisational/activational hypothesis of gonadal steroid
action (Phoenix et al., 1959, Alonso and Lopez-Coviella, 1998).
During the prenatal period, gonadal steroid hormones)
organise the developing brain by changing the architecture of
several neural substrates which later in puberty are activated
by the gonadal steroids surge in a directed manner. According
to this classical view, brain architecture is modified in a
permanent way by exposure of the male brain to testicular
hormones during a brief perinatal period. More recently, this
hypothesis has been challenged and the revised view of the
period of organization/structural differentiation is extended
from the postnatal period through puberty and adolescence in
a prolonged postnatal sensitivity to the organizational effects
of testicular hormones (Juraska et al., 2013).

3) ORGANIZATIONAL EFFECT ON THE DOPAMINERGIC SYSTEM
An efficient establishment of synaptic circuits during

maturation is essential for the development of normal brain
function. The majority of excitatory synapses are formed on
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dendritic spines and changes in spine density and morphology
account for functional differences at the synaptic level (Segal,
2010). The cerebral cortex and the hippocampal formation are
essential components of the neural pathways that mediate
stress responses and are essential for learning and memory
formation  (Madeira  and Lieberman, 1995). The
mesocorticolimbic dopaminergic (DA) system, that comprises
neurons from the ventral tegmental area (VTA) projecting
mainly to the hippocampus and the prefrontal cortex (Kuhar et
al.,, 1999, Chinta and Andersen, 2005, Baier et al., 2012),
regulates diverse behavioural and cognitive functions that are
crucial for the integration of individual perception and its
adaptation to the environment (Missale et al., 1998).

Androgen organisational influence over mesostriatal and
mesolimbic DA system was demonstrated by Creutz and Kritzer
(2004). Moreover, Yang and Shieh (2007) suggested that
gonadal hormones play a regulatory role in the stimulation of
cocaine and amphetamine-regulated transcript peptide in
mesolimbic and nigrostriatal DA system and Johnson et al
(2010) demonstrated that testosterone play a suppressive role
in midbrain DA pathways. The organisational role of androgens
in hippocampus was explored by Zhang and collaborators
(2010) who reported that neonatal androgenic surges
disruption increased depression-like behaviours in prepubertal
male rats as well as reduced the number of MAP2
(microtubule-associated protein type 2), immunopositive
neurons in the dentate gyrus and the density of dendritic
spines of the pyramidal neurons of the CA1 hippocampal areas.

4) ENDOCRINE DISRUPTORS IN MALE REPRODUCTIVE
DEVELOPMENT

According to Weiss (2012) endocrine disruptors (ED) refers to
“chemicals agents that interfere with the biological actions of
hormones by blocking, mimicking, displacing, or acting through
a variety of other mechanisms to subvert their natural roles”
and may be divided into natural compounds mostly obtained
from our diet and man-made chemicals used in the
environment (such as herbicides, pesticides, plasticizers ,
industrial by-products, etc) (Hampl et al., 2014) or widely used
therapeutic drugs (e.g., steroid hormones, statins, glitazones,
fungicides, etc) (Scott et al., 2009). Unlike traditional toxicants
that express their effect in the form of tissue pathology, clinical
disorders or death, endocrine disruptors may distort or shift
the organism’s normal patterns of response to environmental
or internal conditions (Weiss, 2012). This shift from the normal
pattern of internal conditions is particularly critical when the
EDs exposure occurs during the perinatal period.
Epidemiological and animal studies suggest that prenatal
exposure to EDs such as phtalates and bisphenol A have
adverse effects on birth weight, promote development of
childhood obesity and adversely affect male reproductive tract
development and reproductive disorders (DiVall, 2013). In
relation to the male reproductive disorders, there is growing
evidence that prenatal exposure to phtalates (Swan et al.,
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2005, Zhang et al., 2010) and maternal occupational exposure
to BPA (Miao et al., 2011) are associated with shorter
anogenital distance in boys. Moreover, prenatal BPA exposure
downregulates expression of genes associated with Sertoli cell
function and affects the reproductive function of male mice
offspring (Tainaka et al., 2012). Exposure of pregnant rhesus
monkeys to relatively low levels of BPA during the final 2
months of gestation, induced abnormalities in fetal ventral
mesencephalon and hippocampus.  Specifically, light
microscopy revealed a decrease in tyrosine hydroxylase-
expressing neurons in the midbrain of BPA-exposed fetuses
and electron microscopy identified a reduction in spine
synapses in the CA1 region of hippocampus (Elsworth et al.,
2013). For a comprehensive review on the differences in the
susceptibility to disruption by exogenous compounds on the
steroidogenesis between man and rodent in the fetal testis,
please refer to Scott et al.(2009).

The steroidogenic cascade might be impacted negatively on
testosterone production by therapeutic and environmental
compounds at several points, but impaired testosterone
production is not the only reason for failure or incomplete
masculinization. It can also occur due to mutations of the
androgen receptor (Hughes, 2001); 5a-reductase type 2
deficiency (Imperato-McGinley and Zhu, 2002) or to
antiandrogenic drugs (McLeod, 1993). Antiandrogenic drugs, or
androgen-receptor antagonists, represent a group of
compounds that have been employed in the treatment of
metastatic prostate cancer. Their method of action is basically
by inhibiting androgen uptake and/or inhibition of nuclear
binding of the androgens in the target tissues and they are
classified as steroidal or nonsteroidal compounds. Cyproterone
and megestrol are synthetic steroidal antiandrogenic drugs
that, not only compete for androgen receptors, but also reduce
plasma testosterone. Nonsteroidal antiandrogenic agents such
as flutamide and nilutamide block cellular binding of androgens
only, and there is no reduction of testosterone levels (McLeod,
1993). In particular, flutamide is a powerful and specific
antiandrogen that crosses the placental barrier (Neri et al.,
1972) and blocks AR by inhibiting its translocation to the
nucleus from the cytoplasm of the target cells. Several groups
have studied the effect of the administration of flutamide
during the last week of gestation on the male offspring. Casto
and collaborators (2003), observed that adult plasma levels of
testosterone were not different in flutamide-exposed males
and controls, but testicular and epididymal weight, anogenital
distance, and penile length were reduced along with
reductions in reproductive behaviors. Moreover, Imperato-
McGinley et al. (1992) found that flutamide-treated (18
mg/kg.day) animals, Wolffian ductal differentiation occurred,
but seminal vesicle weight was decreased, whereas at similar
doses, (Goto et al., 2004) found decreased anogenital distance
of the male offspring as well as cryptorchidism and absence of
the prostate gland and seminal vesicles and changes in sexual
behaviour. Similarly, (Okur et al., 2006) concludes that blocking
of prenatal androgen with flutamide interferes with testicular
development by inhibiting testicular descent, and also effects
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testicular morphology and function in both the descended and
undescended testes of rats.

In our hands, male offpring of pregnant rats injected with
flutamide (10 mg/Kg/day) from days 15-21 of gestation,
showed reduced anogenital distance, delay in the completion
of testis descent, hypospadias, cryptorchidism and atrophied
seminal vesicles. Brain morphological studies revealed that
prenatal flutamide decreased the number of MAP2 (present
almost exclusively in dendrites) immunoreactive neuronal
processes in all evaluated brain areas, both in prepubertal and
adult offspring, suggesting that prenatal androgen disruption
induces long term reductions of the dendritic arborisation of
several brain structures, affecting the normal connectivity
between areas. Moreover, the number of tyrosine hydroxylase
immunopositive neurons in the VTA of prepubertal offspring
was reduced in flutamide rats but reach normal values at
adulthood (Pallares et al., 2014).

5) PRENATAL STRESS

During the last years, increasing evidences from rodent models
demonstrate that exposure to different stressful events during
the last week of gestation strongly impacts on structural and
functional foetal central nervous system development, leading
to impaired adaptation to stressful conditions, enhanced
propensity to self-administer drugs, vulnerability to anxiety and
learning deficits (Weinstock, 2001, Huizink et al.,, 2004,
Darnaudery and Maccari, 2008, Weinstock, 2008). In addition,
the offspring display anomalies in neuronal development and
brain morphology which persist into adulthood (Fride and
Weinstock, 1989). Our laboratory has a long standing interest
in the effects of prenatal stress on the brain development,
especially on the mesocorticolimbic DA pathway (Baier et al.,
2012) triggered by the hypothesis that stressful situations
suffered prenatally are related to the propensity to develop
psychiatric abnormalities in the adult life.

We investigated the effects of prenatal stress on expression of
DA and glutamatergic (Glu) receptors using quantitative
autoradiography in offsprings of dams subjected to restrain
stress during the last week of gestation. DA receptors
increased in limbic areas of the adult brain whereas Glu
receptors increased both in limbic and motor areas (Berger et
al., 2002). Adoption at birth was used to change the postnatal
environment and the complex pattern of receptor changes
obtained reflects the high vulnerability of DA and Glu systems
to variations both in prenatal and in postnatal environment
(Barros et al., 2004). Behavioral studies have also been carried
out and adult offspring of rats stressed during pregnancy
exhibited higher levels of anxiety than control rats. The anxiety
levels show direct correlation with benzodiazepine receptors
exhibiting a decrease in the number of benzodiazepine
receptors binding sites in amygdala and hippocampus (Barros
et al.,, 2006b). We also performed morphological studies to
evaluate astrocytes and dendritic arborization in frontal cortex,
striatum and hippocampus of the prenatally stressed adult rat
brain. These results demonstrate that prenatal stress induces a
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long-lasting astroglial reaction and a reduced dendritic
arborization with synaptic loss in the brain of adult offspring
(Barros et al., 2006a). Specific dopaminergic transcriptions
factors (Nurrl and PiTX3) were found to be altered in PS
offspring along with the expression of TH. (Katunar et al., 2009,
Katunar et al., 2010). Amphetamine or nicotine stimulation
produces an increase in DA levels in NAc-S of adult PS male rats
(Silvagni et al., 2008) and a decreased DA release after
amphetamine stimulation in PFC of adult offspring (Carboni et
al., 2010), suggesting that this cortical dopaminergic deficit
might be triggering a NAc hyperfunction and an overall
dopaminergic imbalance in the prenatally stressed brain.

We have demonstrated that several impairments induced by
prenatal stress on the DA metabolism were differentially
affected if assayed before or after puberty. This observation
confirms the suggestion from previous investigations that
perinatal events might render the DA circuitry more vulnerable
to puberty variation of the hormonal circulating levels (Diaz et
al., 1997). However, the reduction in dendritic arborisations
induced by prenatal stress in PFC and HPC, that were reported
to occur at adult stages (Barros et al., 2006b), were also found
prepubertally (Pallares et al., 2013a), suggesting that some
plastic morphological processes might be programmed
prenatally but are relatively insensitive to the increase of
sexual hormones during puberty.

However, the occurrence of some factors during this perinatal
phase can interfere with the physiological, morphological,
behavioural, and neuroanatomical differences between males
and females (Scott et al., 2009). For example, it was reported
that prenatal stress supresses the surge of prenatal
testosterone, affecting the male reproductive tract formation,
inducing abnormal testosterone levels and feminising the male
sexual behaviour (Shono and Suita, 2003, Barros et al., 2004,
Gerardin et al., 2005). In our hands, we have shown that
prenatal stress induced long-term imbalance of male sexual
hormones concentrations in serum, advanced the
spermatogenesis development and exerted an age-dependent
misbalance on oestrogen alpha receptor expression on PFC and
HPC brain areas (Pallares et al., 2013a, Pallares et al., 2013b).
Moreover, it was observed that physiological and behavioural
damage caused by prenatal stress were prevented by
replacement with neonatal testosterone (Pereira et al., 2006),
corroborating the importance of neonatal testosterone surge
during the sexual differentiation process of the brain.

The striking simmilarities among the results obtained between
the prenatal stress paradigm and prenatal flutamide exposure
prompt us to suggest that prenatal administration of flutamide
might impair sexual maturation as well as brain morphology
development in the prepubertal and adult offspring in a similar
manner to the exposure of stress during late gestation that was
previously reported by our group. In this regards, we suggested
that the mechanism of action of prenatal stress might be
related to the impairment of the organisational role of
androgens on brain development.
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6) CONCLUDING REMARKS

The process by which the sexually indifferent foetus with a
testis attains differentiated testes that secrete hormones and is
transformed into a phenotypic male is called masculinisation.
As much as the genitalia, the regions of the brain directly
involved with reproduction undergoes hormone-dependent
sexual differentiation, a process known as masculinisation of
the brain which in rodents occurs perinatally.

The effect of gonadal hormones on brain maturation takes
place at two different periods of life known as the classical
organisational/activational hypothesis of gonadal steroid
action. The direction of adult hormonal responsiveness will
dictate sex-specific behaviour and physiology, and in particular,
the mesocorticolimbic DA system regulates diverse behavioural
and cognitive functions that are crucial for the integration of
individual perception and its adaptation to the environment. It
has been widely demonstrated that androgens have an
organisational influence over mesostriatal and mesolimbic DA
system as well as in the hippocampus.

ED may distort or shift the organism normal patterns of
response to environmental or internal conditions, that if it
temporally occurs during the prenatal period, adverse
outcomes were observed such as: reduction on birth weight,
childhood obesity, shorter anogenital distance in boys, and
alterations in the reproductive function of male mice offspring.
At the central nervous system level, abnormalities in foetal
ventral mesencephalon and hippocampus such as a decrease in
tyrosine hydroxylase-expressing neurons in the midbrain and a
reduction in spine synapses in the CA1 region of hippocampus
were reported. The exposure of pregnant dams to the
nonsteroidal ED flutamide shows reductions in testicular and
epididymal weight, anogenital distance, and penile length
along with reductions in reproductive behaviours of the male
offspring. Moreover, seminal vesicle weight and anogenital
distance were decreased, as well as cryptorchidism and
absence of the prostate gland and seminal vesicles. Testicular
descent was inhibited along with affected testicular
morphology and function in both the descended and
undescended testes of rats. In our hands, male offspring of
pregnant rats injected with flutamide showed reduced
anogenital distance, delay in the completion of testis descent,
hypospadias, cryptorchidism and atrophied seminal vesicles.
Brain morphological studies revealed that prenatal flutamide
induced reductions of the dendritic arborisation of several
brain structures, and reductions in the number of tyrosine
hydroxylase immunopositive neurons in the VTA of prepubertal
offspring.

The striking similarity of these results with those obtained in
the male offspring when the mother was stressed during the
last week of gestation, prompted us to suggest that a possible
mechanism by which PS exerts its effects on the offspring
development might be similar to the antiandrogenic
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mechanism exert by flutamide, therefore impairing the
organisational role of androgens on brain development.
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RESUMEN

Los eventos de vida tempranos producen un impacto de largo alcance sobre la funcion y la estructura de los tejidos. En la actualidad se acepta que existe
una asociacién entre el desafio ambiental durante la gestacion y la patofisiologia posterior, concepto que se ha denominado “programacion del
desarrollo”. La adversidad ambiental actiua sobre tejidos especificos del feto durante periodos sensibles que cambian trayectorias del desarrollo y
consecuentemente su organizacion y funcion. Durante el periodo prenatal, las hormonas esteroideas gonadales (estrégenos y andrégenos) organizan el
cerebro en desarrollo cambiando la arquitectura de varios sustratos neurales que luego en la pubertad son activados por los esteroides gonadales en
forma directa. Los interruptores endocrinos (IE) pueden distorsionar o correr los patrones normales de respuesta a las condiciones internas o ambientales.
Se ha observado que si los mismos se se encuentran presentes durante el periodo gestacional se producen alteraciones severas en la funcion y la
morfologia de la cria. En este trabajo de revision, resumiremos la bibliografia existente sobre la exposicion a IE durante la gestacion asi como la influencia
sobre el desarrollo de la cria macho. Por otra parte, discutiremos el efecto del IE no-esteroideo Flutamida en vista de las similaridades detectadas con los
efectos del estrés prenatal observado en crias macho.

Palabras Claves: Programacion del desarrollo, hormonas esteroideas gonadales, sistema dopaminérgico, receptores androgénicos, estrés prenatal,
flutamida, gestacion, rata.
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SUPLEMENTO XXXVI CONGRESO ANUAL DE LA SOCIEDAD DE FARMACOLOGIA DE CHILE

Rafael Burgos Aguilera, V.M.D., MSc.
Presidente de la Sociedad de Farmacologia de Chile

Estimados Socios

A nombre de la Directiva de la Sociedad de Farmacologia de Chile, les doy la bienvenida a nuestro XXXVI Congreso
Anual, que en esta oportunidad se desarrolla en el Gran Hotel Termas de Chillan. El programa considera conferencias
y simposios, ademds de presentaciones orales, que permitird a un nimero importante de jévenes cientificos postular
a su incorporacion como socios, asi también al premio Prof. Dr. Jorge Mardones Restat al mejor trabajo de
investigacién en Farmacologia para un estudiante de postgrado.

A su vez, una gran cantidad de trabajos serdn expuestos en modalidad pdster y sus resumenes estaran disponibles en
una edicion especial de nuestra revista. Este aflo ademds la Revista de la Sociedad de Farmacologia se incorporé a la
base de datos referencial LATINDEX, primer paso para brindar mayor visibilidad a los trabajos que son publicados en
nuestra area, y que es fruto del esfuerzo realizado por el editor de la Revista el Dr. Ramdn Sotomayor-Zarate.

Como es tradicional contamos con el patrocinio de diversas empresas, como Andes Import, Sigma Aldrich, Fermelo
Biotec, Reichmann y Cia Ltda., BD Bioscience, Valquim, LAB-TEC, LONCOTEC y CIENTEC, a los cuales agradecemos
sinceramente por la confianza que afio a afio nos brindan en el desarrollo de nuestro congreso anual.

En la organizacion de nuestro Congreso quisiera agradecer a la Dra. Carolina Goémez-Gaete y a la Universidad de
Concepciodn, por toda su valiosa ayuda en la organizacion de este evento cientifico.

Finalmente, espero que este congreso pueda ser una oportunidad para conocer los nuevos avances cientificos
realizados en Chile y el extranjero, desde un lugar de gran belleza natural y tradicién turistica.

Dr. Rafael Burgos A.
Presidente SOFARCHI
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CONFERENCIAS

FARMACOLOGIA DEL ATP EXTRACELULAR: ASPECTOS CELULARES
Y MOLECULARES DE LA REGULACION ALOSTERICA DE LOS
RECEPTORES P2X (Pharmacology of extracelular ATP, cellular and
molecular aspects of P2X Receptor allosteric regulation).

Huidobro-Toro, J.P.l, Alveal, N,z, Navarrete, c? y Barrera, N.p.2

!Laboratorio de Farmacologia de Nucleétidos, Facultad de Quimica
y Biologia, Universidad de Santiago de Chile, Santiago, Chile, y
’Laboratorio de Proteinas de Membrana, Departamento de
Fisiologia, Facultad de Ciencias Bioldgicas, P. Universidad Catdlica
de Chile (juan.garcia-huidobro@usach.cl).

ATP (adenosina 5'-trifosfato) cumple multiples roles intracelulares
e intranuclear. Ademas, este nucledtido es un mensajero
extracelular primitivo, versatil y que sefializa intracelularmente con
multiples receptores (P2Y y P2X); los P2Y son activados por
ADP/ATP o UDP/UTP, se acoplan a proteinas G las que activan
cascadas metabdlicas. Existen 7 clones P2X, los que se caracterizan
porque son canales idnicos Na*/Ca™; se activan exclusivamente por
nucleétidos de adenosina trifosfato o analogos estructurales. Los
receptores P2X funcionales son trimeros homo o heteroméricos
que se expresan en diversos tipos celulares como neuronas,
musculos lisos, plaquetas, epitelios y endotelio, etc donde
cumplen roles fisioldgicos y fisiopatoldgicos cada vez mejor
reconocidos. Estos receptores se modulan alostéricamente por
diversos metales traza y drogas, incluyendo neuroesteroides, lo
que constituye un nuevo mecanismo de regulacion de la
funcionalidad de estos recepotores. Utilizando mutagénesis sitio-
dirigida hemos identificado los sitios de la regulacion alostérica
para metales traza como cobre y zinc, y ademas, de drogas como
ivermectina, y varios neurosteroides que actian como reguladores
alostéricos positivos y negativos. Usando modelamiento bio-
informaticos basado en la estructura del cristal de parte del
receptor P2X4 de rata, hemos identificado los sitios de union y el
mecanismo molecular de dichas interacciones. Ademas,
concentraciones mayores de esteroides gatillan corrientes en
ausencia de ATP, revelando apertura del canal. Utilizando métodos
bio-informaticos y dinamicas moleculares de hasta 160
nanosegundos se mostraran modelos que permiten inferir como
alfaxolona, un neuroesteroide modulador positivo del P2X4, pero
no el receptor P2X2, abre con especificidad el poro del canal P2X4
causando despolarizaciones.

Agradecimientos: Proyecto P-10 035F, de la ICM, Nducleo de
Biologia de Membrana NuBEs, y proyecto FONDECYT 1141132.
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MEDICINES THAT SPEAK THE ELECTRICAL LANGUAGE OF THE BODY
Sridhar, A.
Disease Biology Director, GSK Bioelectronics R&D, UK.

Electrical impulses are a universal control ‘language’ in biology. Recent
scientific and engineering advances increasingly allow for use of such
impulses to affect specific cells, modulate their ‘neural code’ and
control organs and biological function. Micro and nano devices that
detect and analyse biological signals and then modulate the code with
tailored electrical impulses promise to be a novel, high-precision
paradigm for treatment of many of society’s most pressing ailments:
hypertension, diabetes, obesity, heart failure, pulmonary and
inflammatory disease; even cancer.

We at GSK believe that in 1-2 decades bioelectronic medicines could be
a major source of medical interventions on par with today’s
pharmaceuticals and vaccines. The Bioelectronics R&D unit is tasked
with enabling and accelerating the advent of bioelectronic medicines,
be a leading integrator in the field, and become an emerging
innovation leg for GSK. GSK’s research ambition is to develop
implantable micro-devices (bioelectronic medicines) that can be
attached to individual nerves in the periphery, close to the end organ
of interest where they will read and write the electronic signalling
patterns that pass through the nerve and be smart enough to correct
these giving therapeutic benefits. A bioelectronics medicines vision
(Nature. 2013 Apr 11; 496(7444):159-61) and a research roadmap for
bioelectronic medicines (Nat Rev Drug Discov. 2014 Jun; 13(6):399-400)
highlights its inter-disciplinary effort needed to develop these
medicines. There has also been substantial research funding from
USA’s NIH and DARPA organizations. The talk will cover the rationale,
potential for treatment and efforts taken by GSK in this area.
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DOPAMINE AND REWARD: THE END OF A NEVER ENDING STORY?

Di Chiara, G.

Department of Biomedical Sciences, University of Cagliari, Cagliari,
Italy

Among brain trasmitters dopamine (DA) is probably the one more
directly involved in the action of psychoactive drugs. A common
denominator of such a widespread involvement has been
hypothesized, since Wise anhedonia hypothesis, to be a role of
dopamine in reward. This hypothesis, however, has been hotly
debated and alternative hypotheses have been proposed. We have
hypothesized that reward can be parsed into two kinds depending
on the phase, preparatory or consumatory, of motivated behavior.
Our studies point to a role of accumbens shell DA in state hedonia,
the arousal state induced by stimuli predictive of consummatory
reward (incentive stimuli). This state is induced by
psychostimulants and by all drugs of abuse, including depressant
ones that have in common the ability to activate DA transmission
in the shell. This pattern in turn is mimicked by incentive stimuli
predicting feeding of sucrose pellets. Thus, drugs of abuse mimick
the shell DA activating properties of incentive stimuli. Recent
optogenetic studies are consistent with this hypothesis.
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20 ANOS DE ANFETAMINAS Y MONOAMINO OXIDASAS: DESDE EL
DISENO A LA SIMULACION MOLECULAR (20 years of amphetamines
and monoamine oxidases: from the design to the molecular
simulation).

Reyes-Parada, M.

Escuela de Medicina, Facultad de Ciencias Médicas, Universidad de
Santiago de Chile (miguel.reyes@usach.cl).

La molécula de anfetamina ha sido sefialada como la “cenicienta de la
quimica medicinal”, ya que modificaciones relativamente simples en su
estructura han llevado a la generacion de una plétora de compuestos
con acciones farmacoldgicas tan diversas como psicoestimulantes,
alucinégenos, antiparkinsonianos o anoréxigenos.

En este contexto, el presente trabajo resume resultados obtenidos
desde comienzos de la década de los 90 hasta el presente, en relacion a
los efectos de multiples derivados de anfetamina sobre la actividad
enzimatica de monoamino oxidasas. Asi, se analizan diversos
momentos de este trabajo, desde el disefio de moléculas en servilletas
de papel en los alrededores de las facultades de Ciencias y Ciencias
Quimicas y Farmacéuticas de la U. de Chile hasta modernas
aproximaciones experimentales y computacionales utilizadas en
Estados Unidos, Uruguay y Europa. Como es de suponer, se concluye
con mas preguntas que respuestas y con nuevas posibilidades de
acciones para derivados de esta versatil molécula.

Agradecimientos: Se agradece a multiples amigos y colegas por estos

20 afios. Financiado por proyectos DICYT-USACH y FONDECYT 1000776,
1060199, 1090037 y 1130185
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SIMPOSIO 1: “AVANCES EN FARMACOLOGIA DE TRASTORNOS COGNITIVOS”

EFECTOS NEUROPROTECTORES DE PLANTAS MEDICINALES SOBRE LOS
TRASTORNOS COGNITIVOS INDUCIDOS POR EL ESTRES (Neuroprotective
effects of herbal medicines on the cognitive impairments induced by stress).

Diaz-Véliz, G.

Programa Farmacologia Molecular y Clinica, ICBM, Facultad de Medicina,

Universidad de Chile (gdiaz@med.uchile.cl).

Los trastornos cognitivos pueden estar asociados con traumas cerebrales,
enfermedades neurodegenerativas, enfermedades psiquiatricas o con el
envejecimiento. Existen evidencias que la medicina basada en el uso de
plantas puede contribuir a mejorar las funciones cerebrales incluyendo la
capacidad de aprendizaje y memoria. Un ejemplo lo encontramos en el
extracto de Morinda citrifolia (Noni) que tiene un efecto protector frente a
las alteraciones de la memoria inducidas por escopolamina.

Entre los efectos deletéreos mas importantes del estrés prolongado esti el
deterioro cognitivo acompafnado de dafio neuronal y reorganizacion de
estructuras cerebrales relacionadas con la cognicién. La respuesta a un
estimulo estresante gatilla la actividad del eje hipotalamo-pituitaria-adrenal
(HPA) y cuando la respuesta fisiolégica a ese estimulo excede los
mecanismos adaptativos se manifiestan activacion simpatica, alteraciones
somaticas como ulceras gastricas, aumento de conductas relacionadas con
ansiedad y depresion, junto con alteraciones cognitivas. En ese contexto,
extractos de diversas plantas, utilizadas tradicionalmente como
“calmantes”, también producen mejoria del deterioro cognitivo. En nuestro
laboratorio hemos estudiado el efecto de la desesperanza aprendida sobre
el aprendizaje de una respuesta condicionada y los efectos protectores de
tres extractos de plantas (Crataegus mexicana, Casimiroa edulis y Aloysia
polystachia), sobre el deterioro cognitivo producido por el estrés. Ademas,
hemos demostrado que estas plantas poseen propiedades ansioliticas y
antidepresivas en modelos animales. Considerando que, en la actualidad, el
estrés ha llegado a ser un factor inseparable de nuestra vida diaria, una
prevencion segura y efectiva contra su impacto negativo aparece como una
prioridad.

AVANCES EN LA FARMACOLOGIA DE LOS TRASTORNOS COGNITIVOS.

Slachevsky, A.

Programa de Fisiopatologia y de Ciencias Neurologicas Orientes, Facultad de
Medicina & Centro Avanzado de Investigacion en Educacion (CIAE),
Universidad de Chile. Unidad de Neurologia Cognitiva y Demencia Servicio
de Neurologia Hospital del Salvador.

En los ultimos afios, se ha incrementado el uso de psicofarmacos para
optimizar el funcionamiento cognitivo en pacientes con enfermedades
neuropsiquiatricas, tales como la enfermedad de Alzheimer,
laesquizofrenia, el trastorno de hiperactividad por déficit de atencion o el
traumatismo encefalocraneano. Estos farmacos estan siendo utilizados cada
vez con mayor frecuencia en sujetos sanos. En esta conferencia,
revisaremos brevemente los principales farmacos disponibles en la
actualidad (metilfenidato, modafinilo e inhibidores de la acetilcolina) y los
farmacos en investigacion (ampakine). Discutiremos los mecanismos que
explican la variabilidad de repuesta a estos farmacos en sujetos sanos.
Finalmente discutiremos brevemente los tres problemas éticos
fundamentales asociados a su uso en sujetos sanos: i) razones de salud; ii)
las consecuencias sociales de estas moléculas vy iii) razones de indole
filosofica.

Agradecimientos: Fondecyt 1140423 & FB0003 del Programa de
Investigacion Asociativa de CONICYT.
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BUSQUEDA DE POTENCIADORES COGNITIVOS EN INDIVIDUOS SANOS
(Searching cognitive enhancers in healthy individuals).

Mora, S.

Programa de Farmacologia Molecular y Clinica (ICBM), Facultad de
Medicina, Universidad de Chile (smora@med.uchile.cl).

El termino potenciacién cognitiva se refiere al aumento de la capacidad
cerebral en los dominios cognitivos de atencién, memoria y creatividad,
mediante el uso de farmacos. El notable desarrollo de las neurociencias y la
psicofarmacologia en los ultimos afios ha llevado al desarrollo de farmacos
potencialmente Uutiles en el tratamiento de los trastornos cognitivos propios
de enfermedades como el Alzheimer, el Parkinson o la esquizofrenia. A
pesar de que los resultados en este campo han sido modestos, ha surgido
una tendencia nueva que es el uso de potenciadores cognitivos en
individuos sanos. Los estudios experimentales y clinicos han demostrado
efectos significativos, aunque relativamente modestos, en el aumento de
funciones cognitivas, tales como la atencién y la memoria.

Hay una cantidad de farmacos que tienen la propiedad de aumentar las
capacidades mentales que han sido estudiados y validados en modelos
animales y que han recibido el nombre de “drogas inteligentes”, asimismo
la industria farmacéutica ha ido focalizando cada vez mas su investigacion
en este campo. Los candidatos a potenciadores cognitivos se pueden
clasificar de acuerdo a sus efectos psicolégicos o neurobioldgicos.
Metilfenidato y modafinilo actian sobre proceso psicoldgicos (atencion y
memoria) pero hay pocas evidencias de que mejoren todo el complejo
procesamiento cognitivo. Otro grupo de potenciadores cognitivos incluye
agentes que favorecen la codificacion y consolidacion de la memoria
actuando sobre sitios relacionados con la potenciacién a largo plazo (LTP),
activando receptores nicotinicos que regulan la liberaciéon de glutamato o
regulando alostéricamente la respuesta de receptores glutamatérgicos a
nivel postsinaptico (ampakinas).
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SIMPOSIO 2: “SENALIZACION PURINERGICA EN SALUD Y ENFERMEDAD”

ATP, UN NUCLEOTIDO EXTRACELULAR FISIOLOGICAMENTE RELEVANTE, A
VEINTE ANOS DE LA CLONACION DE SUS RECEPTORES DE MEMBRANA
PLASMATICA (ATP a physiological relevant extracellular nucleotide, twenty
years after the cloning of its first receptors).

Huidobro-Toro, J.P.

Laboratorio de Farmacologia de Nucledtidos, Facultad de Quimica y
Biologia, Universidad de Santiago de Chile, Santiago, Chile) (juan.garcia-
huidobro@usach.cl).

Diversos hitos en la historia de la Fisiologia y Farmacologia demostraron en
los ultimos 80 afios que nucledtidos como ATP y UTP tiene un rol fisiologico
en comunicacion intercelular. El primero en demostrar que derivados de
adenina modifican la actividad del corazén fue Drury y Szent Gyorgi (1929).
Afios despues, Holton (1959) observd que ATP se secreta de nervios
sensoriales periféricos. G. Burnstock y cols. publican en 1970 que ATP es un
transmisor inhibitorio de nervios inhibitorios no-adrenérgicos, dicha
publicacion fue precedida dos afios después por la atrevida hipétesis que
propuso nervios purinérgicos; se disefia la posible anatomia de dichas
terminales nerviosas (Burnstock, 1972). A pesar de la fuerte resistencia a la
idea propuesta por que el ATP y otros nucledtidos son sefiales
extracelulares, evidencias se acumulan en favor de esta hipdtesis. La
publicacion en Nature (1994) de dos trabajos secuenciales, mostrando la
estructura primaria de la subunidad de los receptores P2X1 y P2X2 por dos
grupos independientes de investigadores, le dio un fuerte respaldo a la
hipétesis purinérgica. Ademas en 1993, se publicé el clonamiento del primer
receptor P2Y de embridn de pollo. El conjunto de estas evidencias unidas a
la explosién de publicaciones sobre los nucledtidos extracelulares, sus mas
de 15 receptores, las ectoATPasas y recientemente el transportador
vesicular de ATP han consolidado esta hipétesis. La introduccion a la clinica
de antagonistas del receptor P2Y12 de accidn antiagregante plaquetaria, el
uso de agonistas P2Y2 en el tratamiento de fibrosis cistica y en fisiologia
ocular, demuestra la fecundidad de estas ideas.

Agradecimientos: Proyecto P-10 035F, de la ICM, Nucleo de Biologia de
Membrana NuBEs, y proyecto FONDECYT 1141132.

NUCLEOTIDOS  EXTRACELULARES: MOLECULAS CLAVES EN LA
REMODELACION DEL SISTEMA MUSCULOESQUELETICO (Extracellular
nucleotides: key molecules for musculoskeletal system remodeling).

Buvinic, S.

Instituto de Investigaciéon en Ciencias Odontoldgicas, Facultad de
Odontologia, Universidad de Chile (sbuvinic@u.uchile.cl).

La regulacion de la expresidon génica es un evento crucial para el muisculo
esquelético, que determina su homeostasis y plasticidad en respuesta a las
demandas ambientales. En los ultimos afios hemos estudiado cémo el
musculo esquelético decodifica los cambios en el potencial de membrana y
los transforma en sefializacion que regula la expresiéon de genes. Hemos
demostrado que los nucledtidos extracelulares son moléculas
intermediarias relevantes en este proceso. La despolarizacion de la
membrana muscular promueve la liberacién de ATP a través de canales de
Panexina 1. El ATP y sus metabolitos activan receptores P2Y y promueven
cambios en la expresion génica. Las moléculas participantes de este proceso
(sensor de voltaje, panexina 1, receptores P2Y, moléculas de sefializacién)
ensamblan un complejo multiproteico para regular finamente su actividad.
Actualmente estamos estudiando los mecanismos de conversacion cruzada
entre el musculo y el hueso. Histéricamente se ha pensado que ambas
estructuras se comunican Unicamente por procesos mecdanicos. Sin
embargo, actualmente ha surgido la idea de una comunicacién bioquimica.
Dado que los nucledtidos extracelulares son reconocidos reguladores de
musculo y de hueso, postulamos que serian moléculas relevantes para la
sefializacion en el sistema musculoesquelético. Particularmente, estamos

Rev. Farmacol. Chile (2014) 7(2)

interesados en la accién de los nucleétidos como moduladores del sistema
musculoesquelético en el sistema masticatorio. Hemos demostrado que
tanto musculos como huesos participantes en la masticacion expresan
receptores P2X/P2Y y responden a nucledtidos extracelulares. Conocer los
mecanismos moleculares involucrados en la comunicacién musculo-hueso
en el sistema masticatorio es fundamental para comprender y proponer
tratamientos a multiples trastornos temporomandibulares.

Agradecimientos: Financiado por Fondecyt 11100454 — 1110467; ACT-1111.
LIBERACION DE ATP DE CELULAS ENDOTELIALES, PARTICIPACION DE
PANEXINAS (ATP release from endothelial cells, pannexin channels

participation).

Donoso, M.V.; Huidobro-Toro, J.P.
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En el control de la presidn arterial participan una serie de mediadores vaso-
activos, parte de los cuales son de origen endotelial y se secretan por efecto
del flujo sanguineo (estrés de roce). Uno de estos mediadores es ATP; el
mecanismo por el cual se libera este nucledtido no estd dilucidado. Para
determinar posibles vias de secrecion, se realizaron estudios en cultivo de
células endoteliales aisladas del mesenterio de rata. Para simular el efecto
del estrés de roce, las células se estimulan mecanicamente agitandoles
suavemente el medio de cultivo. Los nucleétidos liberados al medio
extracelular se modifican a sus eteno derivados que se separan por HPLC y
cuantifican por fluorescencia. La agitacion mecédnica aumenta el ATP basal
del medio extracelular 4.1 veces (n=16), alcanzando su maximo 1 minuto
después del estimulo, decayendo a los 10 minutos al valor basal. Inhibidores
de panexina como 20 uM carbexolona, 5 uM &cido 18-B-glicirretinico y 100
UM probenecid, no modifican la liberacidn basal. Sin embargo, estas drogas
reducen el ATP secretado por estimulo mecdnico en 48.4 % (n=21); 74.4%
(n=6) y 76.7% (n=7) del control, respectivamente. Al reducir el colesterol de
la membrana con 2.5 mM metil-B-ciclodextrina aumentoé 4 veces tanto la
secrecion basal de ATP como la liberacidn por estimulo mecénico (n=12). Se
concluye que panexinas median en parte la liberaciéon de ATP desde las
células endoteliales, al ser estimuladas por estimulo mecanico. Aumento de
la fluidez de la membrana por reduccion del colesterol causa disrupcion de
caveolas, con la subsecuente abertura de panexinas.
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MODULACION DEL RECEPTOR P2X2 POR FOSFORILACION Y
DESFORILACION (Modulation of the P2X2 receptor by
phosphorylation/dephosohorylation).
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P2X2 es un miembro de la familia de receptores ionotrépicos activados por
ATP extracelular (P2X) y se encuentra expresado en numerosos tejidos
incluyendo neuronas del ganglio de la raiz dorsal en las que participa junto
al receptor P2X3 en la transmision aferente del dolor. Existen distintas
variantes de splicing de este receptor, las que presentan dominios C-
terminales de longitud variable las que le confieren distintas propiedades de
desensibilizacion. Por ejemplo la variante P2X2a presenta una
desensibilizacion mas lenta que la variante P2X2b lo que coincide un
dominio C-terminal mas corto de esta Ultima. Una de las caracteristicas mas
remarcables de P2X2 es el aumento progresivo de su desensibilizacién ante
estimulos sucesivos de ATP, fendmeno que depende de la presencia de
calcio (Caz*) extracelular y que disminuye drasticamente en células intactas
o en registros en modalidad de parche perforado y también en registro en
oocitos de Xenopus, en los cuales la composicion del medio intracelular se
mantiene constante. Mas aun, la adicion de ATP en la solucién intracelular
revirtié el aumento en la desensibilizacién inducida por Ca® extracelular en
los registros de célula completa, sugiriendo que la pérdida de ATP (y por lo
tanto de grupos fosfato) del medio intracelular que ocurre normalmente en
los registros de célula completa es el responsable de este aumento de
desensibilizacion. Ademas en receptores P2X2 expresados en oocitos, la
adicion de fosfatasa alcalina logré aumentar la desensibilizacion. Por otra
parte, registros en receptores P2X2 nativos, mutados y quiméricos (P2X2
con otros subtipos P2X), permitieron determinar que el efecto de ca®
extracelular en la desensibilizacion es altamente especifico para P2X2 y
radica en sus dominios transmembrana y/o intracelulares. Todas estas
evidencias sugieren que estos efectos son mediados, al menos en parte, por
la accién de proteinas quinasas y/o fosfatasas dependientes de Ca®*, por lo
que nos propusimos investigar si este receptor es efectivamente regulado
por fosforilaciones y/o defosforilaciones. En células en las cuales se agregd
intracelularmente el inhibidor de las proteinas quinasas A y C staurosporina,
se observd la mantencién de la desensibilizacion dependiente de Cab,
incluso en la presencia de ATP intracelular. Diversas mutaciones sitio
dirigidas sugieren un papel potencial de S363 en estos efectos. Finalmente,
investigamos si las diferencias en la desensibilizacion entre P2X2a y P2X2b
estdn también relacionadas con potenciales sitios de fosforilacion y
defosforilacién. Encontramos que la variante P2X2a, que se desensibiliza
mds lento que P2X2b, posee un sitio putativo para la quinasa cdk5 y que la
activacion de esta quinasa es capaz de retrasar la desensibilizacion
dependiente por Ca® en P2X2a y no en P2X2b, efecto que también se
obtiene al inhibir la fosfatasa calcineurina. Registros en el mutante T372A
apoyan la idea que este residuo exclusivo de P2X2a podria ser un blanco
para la regulacién por cdk5. En resumen, los resultados nos muestran una
compleja regulacion del receptor P2X2, la fosforilacion de diversos residuos
por proteinas quinasas resulta en una menor desensibilizacion de las
respuestas inducidas por ATP, mientras que la defosforilacion resulta en un
receptor mas desensibilizado, lo que podria constituir un importante
mecanismo de regulacion de este receptor en los diversos procesos
fisiologicos en que participa.
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REGULACION DE ATP EXTRACELULAR DE EROTROCITOS HUMANOS
(Regulation_of extracellular ATP of human erythrocytes)
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Los eritrocitos humanos liberan ATP de manera no litica frente a estimulos
de interés fisioldgico y patoldgico, como acidez, estimulacion adrenérgica,
hipoxia, aumento de volumen y estrés mecanico. Entre las vias que median
la salida de ATP de estas células se destaca la panexina 1, y se han postulado
varios tipos de canales anidnicos. Una vez en el espacio extracelular, el ATP
puede interactuar con dos grandes grupos de proteinas de membrana:
receptores purinérgicos y ecto-nucleotidasas. Estas ultimas promueven la
desfosforilacion secuencial de ATP extracelular, generandose otros ligandos
de receptores purinérgicos como ADP y adenosina. Tanto el ATP como el
ADP y la adenosina extracelulares pueden activar de manera autocrina y
paracrina receptores purinérgicos con capacidad de modular la salida de
ATP.

Por otro lado, hemos observado en eritrocitos humanos relaciones
reciprocas entre el volumen celular y el ATP extracelular. Es decir; aumentos
de volumen celular activan la liberacién de ATP, mientras que el ATP
extracelular, actuando sobre receptores purinérgicos ionotrdpicos, es capaz
de inducir el aumento del volumen celular. Se analizaran resultados
experimentales y tedricos (por modelizacion matematica) de los diferentes
procesos que determinan la regulacion de ATP de eritrocitos humanos.
Ademas se describiran los mecanismos que permiten a los eritrocitos
humanos modular el calibre de los vasos sanguineos por medio del ATP
extracelular.
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SIMPOSIO 3: “NUEVOS ROLES DE RECEPTORES DE ACIDOS GRASOS LIBRES”

EFECTO DE RECEPTORES DE ACIDOS GRASOS DE CADENA CORTA EN LA
FUNCION DEL NEUTROFILO (Effect of Short-Chain Fatty Acid receptors on
the neutrophil function).

Burgos, R.A.

Instituto de Farmacologia y Morfofisiologia, Facultad de Ciencias
Veterinarias, Universidad  Austral de Chile, Valdivia, Chile

(rburgosl@uach.cl).

En el proceso digestivo las bacterias producen grandes cantidades de acidos
grasos de cadena corta (AGCC) como acetato, propionato y butirato. Estos
acidos grasos son importantes reguladores de la integridad intestinal y se
encuentran asociados a la regulacion de la funcion inmune y desarrollo de
cuadros inflamatorios. Los AGCC se unen a receptores acoplados a proteina
G como GPR41, GPR43 y GPR109A, y en el sistema inmune modulan la
quimiotaxis y fagocitosis, como también inducir la produccidn de especies
reactivas del oxigeno. En rumiantes como el bovino, la producciéon de AGCC
se originan por fermentacién ruminal, siendo la principal fuente de energia.
Estos animales son sometidos a estrés productivo para aumentar su
eficiencia, lo que se realiza mediante modificaciones en la dieta,
aumentando los niveles de energia y reduciendo el contenido de fibra, ello
origina trastornos metabolicos y diversos problemas inflamatorios. Hemos
demostrado, mediante RT-PCR, que neutrdfilos de bovino posee los
receptores a AGCC y que su estimulo puede inducir movilizacién de calcio
intracelular, la activacion de p38 MAPK, ERK1/2, reduccién del pH
intracelular y la liberacion de granulos citoplasmaticos que contienen
metaloproteinasa-9 y lactoferrina. Ademas, AGCC como butirato seria capaz
de potenciar la respuesta del neutréfilo frente a otros estimulos pro-
inflamatorios. Todos los antecedentes disponibles sugieren que los AGCC
pueden ejercer un efecto relevante en la mantencion de la homeostasis del
sistema inmune y digestivo, y debido a que sus niveles son regulados por la
dieta, permite asociarlos al incremento de la prevalencia de enfermedades
inflamatorias inducido por transgresiones alimentarias.

Agradecimientos: Financiado por FONDECYT 1090401y 1120718
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GPR120 se describi6 como receptor huérfano (familia rodopsina,
Fredriksson et al, 2003). Sus roles principales son de sensor de acidos grasos
(AG, papilas gustativas e intestino), homeostasis metabdlica y energética
(adipocitos, pancreas e hipotdlamo). En nuestro trabajo asociado a
sefializacion célula-célula en testiculo de rata, mostramos que las células
epiteliales (Sértoli) secretan acido araquiddénico (AA) de manera FSH-
dependiente. AA y otros AG poliinsaturados y monoinsaturados (UFAs)
producen liberaciéon de Ca”" de almacenes intracelulares (ICaS) en células
espermatogénicas (espermatocitos y espermédtidas) en forma dosis-
dependiente y una Kqs en el rango 3-10 uM. Acido palmitico (saturado) o
anandamida (metabolito de AA) producen liberacién marginal de Ca® hasta
16 uM. UFAs no producen cambios en permeabilidad no selectiva de la
membrane plasmatica de las células. La liberacién de ICaS inducida por AA
fue disminuida por inhibidores de proteinas G, PLA2, Erk, RyR y canales de
compartimentos intracelulares acidos. Inhibicion de PKA y AMPK estimulan
el efecto de AA sobre liberacion de Ca**. UFAs no modifican el potencial de
membrana ni pHi en estas células. En espermdtidas, pero no en
espermatocitos, concentraciones de UFAs >8 puM producen un efecto
directo sobre potencial de membrana mitocondrial. Las células
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espermatogénicas expresan GPR120 pero no GPR40 u 84, tanto a nivel de
mRNA como proteina. Nuestros resultados indican que UFAs (liberadas por
las células de Sértoli) via GPR120 y activacion de kinasas activan canales de
liberacién de Ca®* de ICaS. Proponemos estos efectos como parte de la
sefalizacion célula-célula del tubulo seminifero y que controlarian desarrollo
espermatogénico.
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(FFAR1) in innate immune function).

Hidalgo, M.A.

Instituto de Farmacologia, Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad
Austral de Chile, Valdivia, Chile (mahidalgo@uach.cl).

Los acidos grasos de cadena larga han sido asociados con un desbalance de
la funcion inmune innata. Neutréfilos y macréfagos son las primeras células
en llegar al tejido dafiado o infectado y estudios recientes han demostrado
que estas células son activadas por 4cidos grasos de cadena larga. Acido
oleico y linoleico activan diversas respuestas en el neutrdfilo, como
produccién de anién superdxido y liberacion de granulos. Recientemente,
demostramos que el neutréfilo bovino expresa un receptor ortdlogo a
GPR40/FFAR1 humano. Mediante clonamiento, modelamiento y expresién
en células CHO se demostré que este receptor corresponde a un receptor
de 4cidos grasos de cadena larga similar a GPR40/FFAR1 humano. La
activacion del receptor con ligandos naturales y sintéticos induce aumento
de calcio intracelular, el que es mediado por fosfolipasa C. En neutrodfilos, la
activacion de GPR40/FFAR1 induce la fosforilacién de MAPK y Akt, la
activacion de la via NF-xB, y la expresion de COX-2 e IL-8. MAPK y Akt
diferencialmente controlan la activacion de la via NF-kB y la liberaciéon de
granulos de metaloproteinasa-9. Recientes resultados demostraron que
GPR40/FFARL se expresa en células de epitelio endometrial bovino,
sugiriendo un rol de este receptor en la inmunidad innata en este tejido. En
células de epitelio endometrial se observd que &cido oleico y linoleico
inducen un incremento de calcio intracelular.

En conclusién, nuestros resultados indican que el receptor GPR40/FFAR1 se
expresa y tiene un rol funcional en células inmunes, sugiriendo un nuevo
link entre metabolismo e inmunidad innata.
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SIMPOSIO 4: “Los Toll-Like RECEPTORS (TLRs) MOLECULAS CLAVES EN LA INFLAMACION, RESPUESTA INMUNE

Y REPARACION TISULAR”

EFECTOS BIOLOGICOS DE LA INTERACCION DE PATRONES MOLECULARES
ASOCIADOS A DANO (DAMPS) CON TLRs EN LA RESPUESTA ANTITUMORAL
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Las células tumorales son capaces de inducir una respuesta inmune
mediada por Linfocitos T contra antigenos asociados a tumores. Las células
dendriticas (DC) son las células presentadoras de antigenos mds potentes,
capaces de capturar antigenos asociados a melanoma (MAAs) vy
presentarlos, después de su procesamiento, en el contexto de MHC de clase
I'y clase Il a los linfocitos T CD4" y CD8". Durante los dltimos 5 afios, hemos
realizado ensayos clinicos usando DCs derivadas de monocitos producidas
ex vivo para el tratamiento del melanoma maligno. La diferenciacion rapida
in vitro (48 horas) de los monocitos de sangre periférica a células
presentadoras de antigenos tumorales (TAPCells) requiere la presencia de
un lisado celular llamado TRIMEL compuesto por material celular obtenido a
partir de tres lineas de melanoma. La induccidén de la diferenciacion y
maduracion TAPCells mediada por TRIMEL puede ser detectada por el
aumento de la expresion de varios marcadores de superficie tales como,
CD11c, MHC de clase | y Il, CD80, CD86, CD83, DCSign, y DEC-205 vy por la
liberacién de citoquinas proinflamatorias tales como IL,6, IL-10, TNF-a e IL-
12. Por otra parte, las TAPCells diferenciadas pueden inducir células T
especificas contra melanoma capaces de liberar IFN-y y también puede
lograr la presentacion cruzada de MAAs a linfocitos T citotoxicos.

La capacidad de TRIMEL para inducir la diferenciacion de las TAPCells
depende de su fenotipo tumoral y del tratamiento previo de las lineas en
condiciones de estrés, tales como choques de calor y radiacion UV. De
hecho, lisados de células tumorales no estresadas o de células normales no
mostraron efecto significativo en la capacidad de activacion de las DCs.
Tratamientos de estrés inducen la expresion de varios patrones moleculares
asociados a dafio en células de melanoma. Algunos de esos DAMPS son
Calreticulina y HMBG-1. En efecto, se observd el aumento de los niveles de
expresion de CRT en la superficie celular y también la liberacion de HBMG-1
en las células del melanoma estresados. El bloqueo de la CRT de HMGB1 y
del TLR4 con anticuerpos monoclonales especificos reduce la maduracion de
las DC, indicando que estos factores sefializan a través de receptores tipo
Toll. Particularmente el receptor TLR4 se encuentra claramente relacionado
con la capacidad de las DCs de reaccionar a los estimulos tumorales. Estos
conocimientos resultan valiosos para el disefio de nuevas inmunoterapias
antitumorales.
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Introduccion. Durante los ultimos 5 afios, hemos desarrollado un método
original para la produccion de células dendriticas para uso terapéutico
denominadas células presentadoras de antigeno tumorales Tumor antigen
presenting cells (TAPCells®) utilizando un lisado alogénico de células
derivadas de melanoma (TRIMEL) que actia como factor de activacion y
proveedor de antigenos. La inmunoterapia basada en TAPCells® induce
respuestas inmunes mediadas por linfocitos T y una mayor supervivencia a
largo plazo de pacientes con melanoma en estadio IV en estudios que
incluyeron mas de 100 individuos (Lopez et al 2009, J Clin Oncol;. Aguilera et
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al 2011, Cancer Res Clin.). Es importante destacar que el 61% de los
pacientes analizados (58 de 94) mostré una hipersensibilidad de tipo
retardado (DTH) reaccién contra TRIMEL que indica el desarrollo de
memoria inmunoldgica anti-tumoral que se correlaciona con la
supervivencia prolongada de los pacientes. El receptor tipo Toll-4 (TLR4) se
expresa en las células dendriticas (DC), y estaria detectando moléculas de
peligro ambientales de los tumores que inducen la activacion y maduracion
de las DCS. Material y Métodos. Ya que TRIMEL contiene ligandos TLR4
enddgenos, se evalud el papel de la asociacion de un polimorfismo Tir4
(896A / G) en células de pacientes con la capacidad de activacion in vitro y el
resultado clinico de los pacientes con melanoma TAPCells® vacunados.
Resultados y Discusion. El bloqueo de TLR4 en monocitos de pacientes
afecto la capacidad de maduracion de las TAPCells® Ademads, la capacidad
de activacion de las células T CD8+ se redujo significativamente en pacientes
que llevan el receptor con polimorfismo TLR4 Asp299Gly. Por ultimo, los
pacientes con melanoma en etapa IV-TAPCells® vacunados que llevan el
alelo 896G TIr4 mostraron una tasa de supervivencia media mas corta
después de la terapia en comparacion con los portadores del alelo Tir4
896A. Conclusion. Nuestros resultados indican que el polimorfismo de TLR4
es un receptor clave para la eficacia de las vacunas de células presentadoras
de antigenos. Un andlisis mas detallado de los pacientes incluidos en los
diferentes protocolos de vacunas es necesario para establecer
definitivamente el papel de polimorfismo de TLR4 en las respuestas clinicas.
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TLR4 EN FIBROBLASTOS CARDIACOS MODULA LA RESPUESTA
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fibroblasts modulates tissue repair and inflammatory response in the heart).
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En el corazdn, la reparacion tisular post-infarto al miocardio se desarrolla en
tres etapas sucesivas, primero una etapa inflamatoria, luego una etapa
proliferativa y finalmente una etapa de maduracion de la cicatriz. La etapa
inflamatoria se considera como una de las etapas mas importantes dentro
de la cicatrizacion, ya que una etapa inflamatoria exacerbada correlaciona
con el desarrollo de fibrosis intersticial. Los fibroblastos y miofibroblastos
cardiacos son células claves en la reparacion tisular, puesto que liberan y
responden activamente a diversas citoquinas y factores de crecimiento, lo
que les otorga un rol primordial en procesos inflamatorios. Ademads,
secretan grandes cantidades de proteinas de la matriz extracelular,
necesarias para una cicatrizacion efectiva lo que las convierte en
importantes participes del proceso de maduracién de la cicatriz. Ambos
tipos celulares expresan el receptor de tipo Toll-4 (TLR-4), y su activacion
por LPS, o heparan sulfato (conocidos ligandos de TLR4), activan las vias de
sefializacion ERK1/2 MAPK, Akt y NF-kB. Estas vias llevan a la citoproteccion
de los fibroblastos frente a condiciones de dafio tisular, como estrés por
isquemia/reperfusién; y a la sintesis y liberacion de TNF-a e IL-1B, mientras
que inhiben la liberacion de TGF-B2, 3. Estas citoquinas en su conjunto
regulan el comportamiento y las funciones de las células residentes y de las
células infiltradas, siendo por lo tanto, de mayor importancia en la
reparacion tisular. Ademas, la activaciéon de TLR4 revierte el fenotipo
profibrético de los miofibroblastos, disminuye la secrecion de colageno e
induce la liberacién de metaloproteasas 2 y 9. Lo anterior en su conjunto
conduce a un menor depdsito de proteinas de la matriz extracelular.

En resumen, los fibroblastos y miofibroblastos cardiacos expresan TLR4 y su
activaciéon permite modular la respuesta inflamatoria y la reparacion tisular.
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PRESENTACIONES ORALES: INCORPORACIONES

ASOCIACION ENTRE POLIMORFISMOS DE CYP3A4, GSTM1, GSTT1, GSTP1 Y
BMHL CON EFECTOS ADVERSOS A LA QUIMIOTERAPIA EN PACIENTES CON
CANCER TESTICULAR (Association between polymorphisms in CYP3A4,
GSTM1, GSTT1, GSTP1 and BMHL with adverse reactions in neoadjuvant
chemotherapy in testicular cancer patients).
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El cancer de testiculo es el cancer de mayor prevalencia en hombres jovenes
entre 20 a 35 afos, la mortalidad en Chile en el afio 2011 corresponde a 1,2
por cien mil hombres, tasa mayor a la mundial que se encuentra en 0,3 por
cien mil hombres. Se han observado grandes variaciones inter-individuales
en las toxicidades inducidas por tratamientos entre pacientes que han
recibido regimenes de quimioterapia similares. La farmacogendmica podria
ayudar a advertir de reacciones adversas a farmacos a los médicos
tratantes. Nuestro objetivo es correlacionar los efectos adversos de la
quimioterapia con cisplatino en pacientes con Céncer Testicular con la
presencia de polimorfismos de las enzimas CYP3A4, GST-M1, GST-T1, GST-
P1 y BLMH. Metodologia: El DNA fue obtenido de individuos con Cancer
testicular. El andlisis genotipico de las enzimas se realiz6 por PCR-RFLP.
Resultados: Para el analisis estadistico, todas las variables fueron divididas
en reacciones adversas moderadas (grado 1-2) o severas (grado 3-4). El
analisis estadistico se realizd sobre las RAMs con mayor frecuencia: vomitos,
nauseas, anemia, leucopenia, neutropenia, trombocitopenia vy
linfocitopenia. Los genotipos GSTM1(-) y Bleomicina Hidrolasa (A1450G)
presentan un mayor riesgo de desarrollar Anemia Grado I-Il (p value= 0,033
y p value= 0,046, respectivamente), la presencia del genotipo GSTT1(-)
aumenta el riesgo individual de desarrollar Linfopenia Grado IlI-IV (p value=
0,013), no se encontrd asociacion estadisticamente significativa entre los
polimorfismos CYP3A4*1B y GSTP1 (A313G) con las RAM analizadas.
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LA EXPOSICION NEONATAL A HORMONAS SEXUALES AFECTA A LARGO
PLAZO AREAS DOPAMINERGICAS CEREBRALES INVOLUCRADAS EN
MOTIVACION Y LOCOMOCION (Neonatal exposure to sex hormones affects
long term dopaminergic brain areas involved in motivation and locomotion).
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El concepto de “programming” se define como la redireccion fisiolégica de
un organo por efecto de un estimulo en un periodo sensible del desarrollo.
En este sentido, el objetivo de este trabajo fue determinar los cambios a
largo plazo producidos por la administracion neonatal de testosterona
propionato (TP) y estradiol valerato (EV) en neuronas dopaminérgicas
mesolimbicas-nigroestriatales de ratas adultas, y sus implicancias en la
respuesta a drogas de abuso.

En este trabajo se utilizaron ratas Sprague-Dawley de ambos sexos que al
dia postnatal 1 (DPN1) recibieron una dosis de TP (1mg/50uL s.c.), EV
(0,1mg/50pL s.c.) o aceite de maiz (50uL s.c.). Al DPN60 los animales fueron
separados para realizar experimentos neuroquimicos y conductuales. A
nivel neuroquimico se microdisecté Sustancia Nigra-Area Tegmental Ventral
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(SN-VTA) y Cuerpo Estriado (CE) para determinar el contenido de dopamina
(DA). Microdialisis cerebral in vivo se usé para medir la liberacion de DA en
Nucleo-Accumbens (NAcc) bajo condiciones basales y estimuladas. La
medicion de DA se realizd en un HPLC-Deteccidn Electroquimica y a nivel
conductual se midiéd la actividad locomotora basal e inducida por
anfetamina (1 mg/Kg i.p.).

Nuestros resultados demuestran que la administracién neonatal de EV y TP
producen un aumento del contenido de DA en ratas adultas, que se
relaciona a una mayor liberacién de DA inducida por K*. Sin embargo, la
liberacion de DA inducida por anfetamina en ratas tratadas con EV fue
significativamente menor relaciondandose con una menor actividad
locomotora. Nuestros resultados demuestran que la exposicion neonatal a
hormonas sexuales podrian afectar a largo plazo a proteinas claves en la
regulacion dopaminérgica, como la Tirosina Hidroxilasa y el Transportador
de DA.
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FUNCION VENTRICULAR EN PACIENTES CON INFARTO AGUDO
MIOCARDICO TRATADOS CON PROTOCOLO DE REFORZAMIENTO
ANTIOXIDANTE SOMETIDOS A ANGIOPLASTIA CORONARIA PERCUTANEA
(Ventricular function in patients with acute myocardial infarction
undergoing percutaneous coronary angioplasty subjected to an antioxidant
reinforcement protocol).
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Introduccién. Se ha sugerido que el estrés oxidativo juega un papel
determinante en el dafio por isquemia-reperfusion (IR) asociado al infarto
agudo miocardico (IAM). Objetivo: Determinar el efecto de un protocolo de
reforzamiento antioxidante sobre la funcidén ventricular en pacientes con
IAM sometidos a angioplastia coronaria percutdnea (ACP). Metodologia: Se
realizé un ensayo clinico aleatorizado, doble-ciego controlado con placebo
en 19 pacientes con indicacion de ACP por IAM. Los pacientes recibieron
protocolo de reforzamiento antioxidante con ascorbato de sodio o placebo
previo a la ACP y vitaminas A y E posterior a la ACP. Se categorizd en dos
grupos, nivel alto de ascorbato (2 1 mmol/L, AA) y nivel bajo de ascorbato
(<1 mmol/L, (BA). La funcidn ventricular y remodelacion miocardica se
estimaron mediante resonancia magnética cardiaca (RMC) a los 6 y 84 dias
post-ACP a partir de la fraccion de eyeccidn del ventriculo izquierdo (FEVI) e
indice de masa ventricular (VMi), respectivamente. Finalmente, se compard
la FEVI y VMi segln grupo AA y BA utilizando la prueba estadistica de
Wilcoxon Rank-sum test. Resultados: En la RMC del dia 84 se comprobaron
diferencias significativas entre la media de las FEVI de ambos grupos
(p<0.05). No hubo diferencias significativas en el VMi entre ambos grupos
ni al dia 6 nial dia 84 (p> 0.05). Conclusidn: La diferencia significativa en
FEVI entre ambos grupos AA y BA es concordante con la evidencia existente
sobre el papel protector de compuestos antioxidantes en el dafio asociado a
IR en IAM.
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ESTADO REDOX DE PACIENTES CON INFARTO AGUDO DE MIOCARDIO
SOMETIDOS A ANGIOPLASTIA CORONARIA PERCUTANEA PREVIA
ADMINISTRACION DE DOSIS MASIVAS DE ASCORBATO (Redox state of
patients with acute myocardial infarction undergoing percutaneous
coronary angioplasty after the administration of massive doses of
ascorbate).
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La angioplastia coronaria percutanea (ACP) posterior a infarto agudo de
miocardio (IAM) conduce a un fenémeno de isquemia-reperfusion asociado
a la generacion de estrés oxidativo, lo que puede dar cuenta de hasta un
50% del tamafio final del IAM. En el siguiente estudio se evalta el estado
redox de pacientes con IAM sometidos a protocolo de proteccion
antioxidante previo a la reperfusién miocéardica secundaria a ACP. En este
ensayo clinico doble ciego, aleatorizado y controlado por placebo, los
pacientes enrolados son aleatoriamente asignados en 2 grupos: (a) grupo
suplementado, que recibe 54 g/L de ascorbato de sodio endovenoso,
comenzando antes de la reperfusion (b) grupo control. Se tomaron 4
muestras sanguineas: Una inmediatamente antes de coronariografia (M1),
una muestra post-reperfusion (M2), una muestra a las 6-8 horas después de
finalizado el proceso de revascularizacion (M3) y una antes del alta (M4).
Los pacientes se dividieron en dos grupos, de acuerdo a los niveles
plasmaticos de ascorbato en M2: niveles altos (AA) o niveles bajos (BA).
Para el estado redox, se consideraron las siguientes mediciones: capacidad
antioxidante plasmatica total (CAPT), glutatién reducido (GSH) en eritrocitos
y malondialdehido (MDA) plasmatico. El grupo AA presenté una CAPT
mayor en M2 y M3 que BA y niveles menores de GSH en M3 (p<0,05). No
hubo diferencias en los niveles de MDA. De esta manera, se evidencia una
mayor capacidad antioxidante en los pacientes con niveles altos de
ascorbato plasmatico, lo que representa un mecanismo protector frente al
dafio por reperfusién miocardica.
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EVANS BLUE REDUCED ELECTRICALLY EVOKED BUT NOT BASAL ATP
RELEASE FROM PERIPHERAL SYMPATHETIC NERVE ENDINGS, POSSIBLE
ROLE OF VESICULAR NUCLEOTIDE TRANSPORTER (Azul de Evans reduce la
liberacion de ATP inducida eléctricamente pero no la basal, desde
terminales nerviosos simpdticos, posible rol del transportador vesicular de
nucledtidos).
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The functional role of the vesicular nucleotide transporter in
sympathetically innervated tissues remains unknown. To examine its
functional role on the release of ATP from sympathetic nerve endings, the
rat isolated mesenteric bed was perfused with buffer alone (controls) or
containing 0.1 or 1 uM Evans Blue (EB), a purported transporter antagonist.
The overflow of sympathetic co-transmitters was collected from the
effluent following 20-Hz electrical stimulation of the tissue sympathetic
nerve endings. The perfusate was collected to determine ATP and
metabolites following chemical derivatization, NA by electrochemistry and
neuropeptide tyrosine (NPY) by radioimmuno analysis. In addition the rise in
tissue perfusion pressure elicited by the stimuli was recorded in each
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experiment. While EB did not modify basal release of ATP, NA or ir-NPY, it
gradually reduced the release of ATP elicited by electrical nerve stimulation,
reaching a 92% in reduction with 1 uM. This concentration also reduced the
overflow of NA, but not ir-NPY. In addition, rats treated with 0.2 or 2 mg/kg
reserpine for 48h, showed a reduced NA basal value, and gradually reduced
NA overflow; the 2mg/kg dose reduced ir-NPY outflow, without modifying
ATP release. The rise in perfusion pressure elicited the 20-Hz a stimulus was
not modified by EB, while reserpine treatment significantly reduced the rise
in vasomotor effect elicited by either the 20 or 40-Hz stimuli. Altogether,
the present results are consistent with the idea that the vesicular nucleotide
transporter is sensitive to EB in functional studies highlighting the role of
ATP in sympathetic-transmission.
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IDENTIFICACION DE microRNAs INVOLUCRADOS EN LA MODULACION DE
FACTORES PROANGIOGENICOS EN ATEROSCLEROSIS POR POLIFENOLES DE
PROPOLEOS (Identification of microRNAs involved in the modulation of pro-
angiogenic factors in atherosclerosis by a polyphenol-rich extract from
propolis).
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La neovascularizacion juega un rol critico en la progresion y vulnerabilidad
de la lesion aterosclerética. Estudios recientes han mostrado que los
polifenoles del propdleos atentan la progresion de la aterosclerosis, asi
como también tienen un efecto inhibitorio sobre factores angiogénicos
expresados en la placa. Sin embargo, los mecanismos implicados en estos
efectos no se conocen por completo. Asi, el objetivo de este estudio fue
identificar microRNAs (miRNAs) involucrados en la modulacién de factores
proangiogénicos expresados en tejido aterosclerdtico de ratones oL
tratados con un extracto rico en polifenoles de propdleos chileno. La
progresion de la lesion aterosclerdtica fue significativamente atenuada en
los ratones tratados en comparacion al grupo control. Utilizando un andlisis
de microarrays y un enfoque bioinformatico, se identificaron 29 miRNAs
diferencialmente expresados, implicados en procesos como angiogénesis,
ciclo celular, migraciéon y proliferacion celular. Al respecto, la
sobreexpresion de miR-181a, miR-106a y miR-20b inducida por el
tratamiento con polifenoles se correlaciond con la represion de la expresion
de sus genes diana Vegfa y Hifla y la represidn de la expresion proteica de
Vegf-a en sinus adrtico. Vegfa es un factor proangiogénico relevante en la
induccion de la progresion y la desestabilizacion de la placa aterosclerética y
Hifla, expresado en el nucleo necroético de la placa de ateroma, su inductor
principal. Estos datos son consistentes con la atenuacion de la progresion de
la lesién. En conclusidn, nuestros datos proporcionan evidencia de que el
efecto antiangiogénico de los polifenoles de propdleos chileno puede ser
modulado por miRNAs.
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EFECTOS ANTIESTRES DE LOS ACIDOS GRASOS OMEGA-3 Y UN
ANTAGOSNISTA DEL RECEPTOR DE CANABINOIDES TIPO 1 (AM251) (Anti-
stress effects of omega-3 fatty acids and cannabinoid receptor type 1
antagonist (AM251).

Dagnino-Subiabre, A.
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El estrés y el sistema endocanabinoide (eCB) regulan la actividad de varias
areas del sistema limbico involucradas en la memoria y las emociones, tales
como el hipocampo y la amigdala. El estrés cronico aumenta la
concentracion de eCBs y disminuye los niveles de acidos grasos
poliinsaturados (PUFAS) tipo ®-3 en el cerebro. El objetivo de esta
investigacion fue evaluar el efecto de la suplementacién con ®-3 o un
antagonista del receptor de canabinoides tipo 1 (CB;) (AM251), sobre los
principales marcadores del estrés y la memoria. Ratas machos Sprague-
Dawley fueron estresadas crénicamente durante 21 dias (restriccion de
movimiento), en este periodo los animales fueron suplementados con ®-3 o
tratados con AM251. Los marcadores del estrés analizados fueron la
concentracidn plasmatica de corticosterona (ELISA) y la ansiedad (laberinto
en cruz elevado). La memoria fue evaluada a través del laberinto acudtico
de Morris. La suplementacion con ®-3 y el tratamiento con AM251
disminuyeron los marcadores del estrés y previnieron el deterioro de la
memoria que induce el estrés cronico. Estos resultados demuestran que la
suplementacion con ®-3 y el tratamiento con AM251 tuvieron dos efectos
beneficiosos en las ratas estresadas, mejoraron la memoria y tuvieron un
potente efecto antiestrés.
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ROL DEL RECEPTOR DE ACIDOS GRASOS LIBRES GPR40 EN LA
MOVILIZACION DE CALCIO, LIBERACION DE GRANULOS Y PRODUCCION DE
SUPEROXIDO EN NEUTROFILOS DE BOVINO (Role of free fatty acid receptor
GPR40 in calcium mobilization, granule release and superoxide production
in bovine neutrophils).
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El neutrdfilo es la primera linea de defensa contra microorganismo y se ha
demostrado que los acidos grasos de cadena larga, como acido oleico (AO) y
acido linoleico (AL), pueden modular la respuesta del neutrdfilo de bovino.
Por otra parte se ha determinado que los neutrdfilos de bovino expresan
un receptor acoplado a proteina G cuyos ligandos enddgenos son AO y AL
denominado GPR40. Con estos antecedentes postulamos que AO y AL
modulan la respuesta oxidativa y no-oxidativa en neutrdfilos de bovino
mediante la activacion de GPR40. En este trabajo demostramos que AO, AL
y el agonista de este receptor GW9508, a concentraciones micromolares,
inducen un aumento intracelular de calcio en células CHO transfectadas con
bGPR40. Ademds, esta respuesta fue inhibida con un inhibidor de PLC,
U73122, y un antagonista del receptor GPR40, GW1100. Estas mismas
respuestas fueron observadas en el neutrdfilo de bovino. Ademas
determinamos mediante zimografia que AO y AL inducen la secrecién de
MMP-9, sin embargo, no aumentd significativamente la expresion de
CD11b analizada por citometria de flujo. La liberacion de MMP-9 fue
inhibida parcialmente por GW1100 y U73122 y el inhibidor de PKC
estaurosporina. Por otra parte, determinamos que acido oleico y acido
linoleico aumentan la produccidon de superdxido mediante citometria de
flujo y esta respuesta fue inhibida parcialmente por GW1100, U73122 y
estaurosporina, demostrando con esto que la produccion de MMP-9 y
superdxido por AO y AL en neutrdfilos de bovino es mediada en parte por
activacion de GPR40-PLC y PKC.
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EFECTOS DE ETANOL SOBRE LAS CORRIENTES SINAPTICAS GLICINERGICAS
EN CULTIVOS DE NEURONAS ESPINALES DE RATON (Effects of Ethanol on
Glycinergic Synaptic Currents in Mouse Spinal Cord Neurons).
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En este trabajo estudiamos los mecanismos de accidén de etanol sobre la
neurotransmision glicinérgica en neuronas espinales de ratén C57BL/J6 en
cultivo. Encontramos que etanol aumenta la frecuencia de las corrientes
glicinérgicas en miniatura (mIPSCs). Este efecto fue dependiente de la via de
sefializacion de calcio, ya que la incubacion de las células con BAPTA-AM, un
inhibidor de fosfolipasa C o de los receptores de IP3 redujo este efecto. El
bloqueo de la via de sefalizacion mediada por Adenilato ciclasa/PKA
produjo el mismo efecto. A nivel post sindptico, etanol aumento la
constante de decaimiento de los mIPSCs (30+10%), en un grupo de
neuronas (n=13/26). Por otra parte, las corrientes activadas por glicina en
estas células fueron consistentemente  potenciadas  (69+13%).
Interesantemente, la activacién de la proteina G, mediante la didlisis
intracelular del analogo no hidrolizable de GTP (GTPyS) aumentd la
constante de decaimiento de un grupo de neuronas (28+12%, n=11/19
células) y potencid las corrientes activadas por glicina en la mayoria de ellas
(86£31%, n=11/12).
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Estudios de microscopia confocal mostraron que la subunidad al del
receptor de glicina (R-Gli), GB y un marcador de sinapsis (Piccolo)
colocalizan en un 40% de los receptores sindpticos. En conclusién, nuestro
estudio demostré que a nivel pre-sinaptico etanol facilita la liberacion de
glicina aumentando la frecuencia de las minis glicinérgicas, a través de la
activacion de las vias de sefializacion PLC/IP3R/Ca®" y AC/PKA. A nivel post-
sinaptico los efectos de etanol, estuvieron determinadas por el
acoplamiento de los R-Glis con la proteina GBy.
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NUEVA FORMULACION FARMACEUTICA DE AGMATINA (A new agmatine
pharmaceutical formulation).
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Estudios realizados en nuestro laboratorio, en animales de
experimentacion, han permitido concluir que agmatina (derivado
descarboxilado de arginina) potencia el efecto analgésico de morfina y
atenua el desarrollo de tolerancia e intensidad de la dependencia a ésta.
Estos resultados, en conjunto con los obtenidos por distintos laboratorios a
nivel mundial, han permitido postular que agmatina podria ser utilizada
como apoyo farmacoldgico para el tratamiento de patologias asociadas a
dolor crénico, depresidn y dependencia de drogas. Agmatina se absorbe por
via oral, atraviesa la barrera hematoencefdlica y se ha demostrado su
efectividad en modelos bioldgicos y ensayos clinicos. Sin embargo, en el
mercado chileno no existen formulaciones farmacéuticas de agmatina, por
lo que se planteé como objetivo desarrollar y caracterizar una formulaciéon
farmacéutica para esta molécula. Las patologias mencionadas son de
caracter cronico, por lo que la formulacion deberia ser de facil
administracion para favorecer la adherencia al tratamiento. Asi, se planteé
como hipdtesis que un granulado efervescente de administracion oral
podria constituir una alternativa factible de formulacién de agmatina. Se
desarrollé una formulaciéon de agmatina, a la forma de granulado
efervescente por via humeda. Esta formulacion presentd buena
efervescencia y rapida solubilidad. La evaluacién preclinica en animales de
experimentacion indicéd que agmatina no altera el peso de los ratones ni su
comportamiento normal, por lo tanto, dichas dosis son seguras para ser
administradas en tratamientos cronicos.

Estos resultados demuestran que agmatina puede ser formulada como un
granulado efervescente, con ausencia de efectos secundarios comprobados
en animales de experimentacion.
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HIF1-ALFA INHIBITION PREVENTS MORPHOFUNCTIONAL IMPAIRMENT OF
HIPPOCAMPUS INDUCED BY PERINATAL ASPHYXIA

Rojas-Mancilla, E.M; Neira-Pefia, T.1'4; Carrefio, M.>: Lorca, Gk Bustamante,
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(edgardo.rojas@ubo.cl; esrojas@med.uchile.cl).

Perinatal asphyxia can induce inflammation and astrocyte reactivity,
impairing neuronal branching and synaptogenesis, affecting hippocampus
development. HIF-lalpha is a first molecule in the signalling cascade
triggered by hypoxia, implied in neuroprotective or deleterious effects
depending upon the intensity of the insult. We show here the deleterious
effect of asphyxia on hippocampus and its protection by HIF-lalpha
inhibition. Asphyxia was induced by immersing G22 foetuses into a water
bath at 37°C for 21 min. Rats were treated with YC-1 [3-(5’-hydroxymethyl-
2’-furyl)-1-benzylindazole; a HIF-1alpha inhibitor], 2mg/kg i.p. 30 min after
delivery. Hippocampi from control and asphyxia-exposed rats were (i)
dissected out short after delivery for preparing primary cultures (6h after
delivery); or the pups given to surrogate dams pending further experiments.
(ii) At P7 and P22 the pups were formalin fixed for immunocytochemical
analysis, or keep alive for (iii) electrophysiological or (iv) behavioural
analysis at P24, or P90, respectively. We found: (i) At DIV-2-7, a reduction in
the number of neurons, neurite length, and pre-synaptic dots in primary
cultures from asphyxia-exposed rats. (ii) At P7-22 in vivo, a loss of synaptic
structure and a decrease in the number of synapsis in CA3. (iii) At P24, a
reduction of LTP. (iv) Finally, at 3 months, asphyxia-exposed animals showed
increased anxiety and decrease of non-spatial memory, compared to the
controls. HIF-1alpha inhibition reversed the loss of synaptic contacts, and
improved non-spatial memory.

In conclusion, HIF-1alpha inhibition prevented morphological and functional
effects associated to perinatal asphyxia, providing a promising
neuroprotective strategy.
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LA EXPOSICION CRONICA DE LA MADRE GESTANTE A ESTRES SIMPATICO
REPROGRAMA EL DESARROLLO FETAL Y LA RESPUESTA A UNA
SOBRECARGA SIMPATICA DE LA DESCENDENCIA (Chronic exposure to
sympathetic stress reprograms fetal development and the response to a
sympathetic overload to the adult progeny).
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Un estrés crénico que modifique el ambiente fetal puede reprogramar el
desarrollo postnatal. Estudiamos el efecto que produce el estrés simpatico
en ratas gestantes en la concentraciéon de transportadores de NA
placentarios  (NET), receptores P-adrenérgicos cardiacos y las
concentraciones de NA cardiaca de la descendencia. Ratas Sprague-Dawley
prefiadas fueron expuestas a estrés por frio (42C/3h/dia) durante toda la
prefiez. Se pesaron las crias y los corazones a diferentes edades (15, 19 dias
de gestacion, 4, 20, 60 dias postnatales). Se determind la concentracion de
NA plasmatica en madres, NET placentarios, receptores B-adrenérgicos
(radioligando), actividad de los nervios simpaticos cardiacos (NA, MHPG por
HPLC) en la descendencia y el efecto de la estimulacién B-adrenérgica
(Isoproterenol, 1mg/kg peso/dia/10 dias) en crias machos adultas. El estrés
gestacional aumentd las concentraciones de NA plasmatica en madres,
disminuyendo la incorporacién de 3H-NA por los NET. Prenatalmente,
aumentd el peso de las crias y de sus corazones. Las crias hembras -mds
susceptibles a este estrés- mantuvieron el mayor tamafio de sus corazones a
los 20 y 60 dias. Esto podria deberse a que el corazdn presenta una mayor
concentracion de receptores B-adrenérgicos cardiacos y un menor recambio
de NA. En machos adultos se observa una disminucién en la afinidad de
estos receptores y una mayor sensibilidad a la estimulacién B-adrenérgica in
vivo presentando una elevada tasa de mortalidad.

El estrés prenatal, al aumentar la NA en la circulacidn fetal, reprograma las
crias de manera diferencial entre machos y hembras.
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PRESENTACIONES ORALES: COMUNICACIONES LIBRES

MODULACION DE LA EXPRESION DE UCN2 EN CELULAS EPITELIALES DE
COLON HUMANO POR DIFERENTES ESPECIES DE LACTOBACILLUS
(Modulation of the expression of Ucn2 in human colon epithelial cells by
different species of Lactobacillus).

Gonzélez-Arancibia, C.l; Escobar-Luna, I Gotteland, M.z; Julio-Pieper M.l;
BravoJ. AL
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Valparaiso. 2Departamento de Nutricidn, Facultad de Medicina, Universidad
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Los lactobacilos son bacterias de la microbiota intestinal, que tienen en su
pared celular un componente estructural llamado acido lipoteicéico (LTA).
Este varia segun la cepa bacteriana y es capaz de activar al receptor tipo toll
2, presente en la superficie de células epiteliales de intestino. Ademas, las
células epiteliales de colon, que estan en mayor proximidad con la
microbiota, producen neuropéptidos, como el factor de crecimiento
nervioso (NGF) y Urocortina 2 (Ucn2), los que modulan la respuesta anti-
inflamatoria, la nocicepcion visceral y el vaciamiento gastrico. El objetivo de
este trabajo fue evaluar el efecto del LTA purificado de Bacilus subtilis (LTA-
BS) y de dos cepas distintas de lactobacilos vivos (L. plantarum L46-1-12 y L.
casei L54-2-33) sobre la expresion de neuropéptidos en células Caco-2, linea
celular correspondiente a epitelio de colon humano. La estimulacion de
células Caco-2 con 0,1 ug/ml de LTA-BS disminuye la expresion de mRNA de
NGF y Ucn2. L. plantarum L46-1-12, a una concentracién de 10" UFC/ml,
disminuye significativamente la expresion de mRNA de Ucn2, mientras que
10° y 10’ UFC/ml de L. casei L54-2-33, aumenta de manera significativa la
expresion de mRNA de Ucn2. Ninguna de las cepas de lactobacilos tuvo
efecto sobre la expresion de mRNA de NGF. Por ultimo, las bacterias
inactivadas por calor (80°C por 20 minutos) no estimularon cambios en la
expresion de Ucn2 y NGF. Estos resultados sugieren que existe un efecto
cepa-especifico de lactobacilos en el tipo de modulacién de la expresién de
neuropéptidos expresados por el epitelio intestinal.
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Patrocinante: Bravo, J.A.

FUNCION DEL RECEPTOR LOX-1 EN LA ANGIOGENESIS EN CANCER DE
PROSTATA (Function of LOX-1 receptor in tumor angiogenesis in prostate
cancer).
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La expresion y funcion del receptor LOX-1 se asocia a patologias como:
disfuncidon endotelial, aterosclerosis y obesidad. En estas enfermedades la
activacion del receptor LOX-1 por LDLox, desencadena un aumento del
estrés oxidativo, incrementa la generacion de moléculas pro-inflamatorias y
estimula la angiogénesis. En cancer, la neo-vascularizaciéon es un proceso
fundamental para la progresion tumoral, ya que permite el suministro de
nutrientes, oxigeno y ademas, facilita la diseminacién de células tumorales a
tejidos distantes (metdstasis). Estudios recientes demostraron la expresion
de LOX-1 en células de cancer de prostata (CaP) y carcinomas prostaticos
humanos en estadios clinicos patoldgicos Il y IV caracterizados por invasiéon
local y un aumento en la vascularizacién tumoral. Sin embargo, se
desconoce si el receptor LOX-1 se relaciona con la activacién de procesos
angiogénicos en CaP. Nuestro objetivo es analizar la contribucién de
LDLox/LOX-1 en la angiogénesis tumoral de modelos celulares de cancer de
prostata con sobre-expresion y silenciamiento parcial de LOX-1.
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Los resultados demuestran que la activacion de LOX-1 por LDLox incrementa
la expresion de marcadores pro-angiogénicos como VEGF, MMP-2 y MMP-9.
En este sentido se determind que la expresion de estas moléculas es
potenciada en células C4-2/LOX-1 (+) y se previene en el modelo celular C4-
2 knock-down para LOX-1. La utilizacion de lineas celulares C4-2/LOX-1(+) y
C4-2/LOX-1(-) en xenografts sobre membranas corioalantoideas de
embriones de pollo, demostraron que LDLox/LOX-1 genera un aumento en
la angiogénesis del estroma asociado al tumor y su vascularizacion.
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DESREGULACION EN EXPRESION Y ACTIVACION DE PROTEINAS
RELACIONADAS A PLASTICIDAD EN UN MODELO ANIMAL DE AUTISMO
(Deregulation in expresion and activation of plasticity related proteins in an
animal model of autism).
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El Trastorno de Espectro Autista (ASD) es un sindrome que involucra
diversas alteraciones neuropsiquidtricas, caracterizadas por dificultades en
el lenguaje y la interaccidn social, acompafiadas de intereses restringidos,
conductas repetitivas y ansiedad. Estudios en el modelo animal de autismo
por exposicion prenatal a Valproato de sodio (VPA) muestra una
hiperplasticidad probablemente relacionada al sistema glutamatérgico y
vias de transduccién de sefiales relacionadas a traduccién local de
proteinas. Sin embargo, estos estudios son insipientes y poco se sabe de las
alteraciones en el hipocampo, regidn altamente plastica y fundamental para
memoria y aprendizaje. Evaluamos la expresidn y activacion de la Proteina
Blanco de Rapamicina (mTOR), Proteina Transformante del Retrovirus Akt-8
(Akt), Kinasa Regulada Extracelularmente (ERK), Kinasa Activada por
Ca2+/Calmodulina Il (CaMKII) y Receptores glutamatérgicos metabotrépicos
de tipo 1 (mGluR1la y mGluR5) y ionotrépicos de tipo NMDA (subunidades
NR1, NR2A y NR2B) en hipocampo de rata a diferentes estadios del
desarrollo en el modelo de autismo (450mg/Kg i.p. de Valproato de Sodio al
dia E12,5). Los marcadores se detectaron mediante inmunohistoquimica
cromogénica y western blot a los dias postnatales 9 y 30. El tratamiento
prenatal con VPA, produce cambios conductuales en interaccidon social,
ansiedad, conductas repetitivas y actividad locomotora que validan el
modelo. Ademas de alteraciones region especifica de la expresion de
subtipos de receptores glutamatérgicos en hipocampo, asi como también de
la kinasa CaMKIl junto a la fosforilacion de ERK (Thr202-Tyr204) sin
observarse diferencias en expresion ni fosforilacion de Akt y mTOR. Los
resultados permiten visualizar nuevos blancos farmacoldgicos en autismo.
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MODIFICACIONES FARMACOCINETICAS Y EN EL METABOLISMO DE
FLORFENICOL INDUCIDAS POR LIPOPOLISACARIDO DE Escherichia coli, EN
CONEJOS (Changes in the pharmacokinetics and metabolism of florfenicol,
induced by the administration of Escherichia coli lipopolysaccharide, in
rabbits).
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El objetivo fue estudiar los efectos de la respuesta inflamatoria de fase
aguda (APR) inducida por lipopolisacarido de Escherichia coli (LPS) sobre la
farmacocinética y metabolismo del florfenicol (FFC) en conejos. Seis conejos
3,0+0,6 kg de peso (pc), se distribuyeron mediante un disefio cruzado a dos
grupos experimentales: Grupo 1 (LPS) tratado con tres dosis IV de 1 ug de
LPS/kg previo a la inyeccion de FFC. Grupo 2 (Control) tratado con volumen
equivalente de solucidn salina (SS); 24 h después de la primera inyeccion de
LPS o SS se administré una dosis IV de 20 mg de FFC/ kg pc. Se extrajeron
muestras de sangre previo a la administracién de FFC y entre las 0,05-48,0 h
pos-tratamiento. las concentraciones plasmaticas de FFC y su metabolito
FFC-amina se determinaron por HPLC y se analizaron mediante un modelo
farmacocinético no compartimental.. En conejos endotoxémicos los
promedios de AUCy... de FFC (22,9 + 2,9 ug*h/mL) fueron mayores (P <0.05)
que los observados en conejos control (15,7 + 1,0 ug*h/mL). El clearance
total (CLy) disminuyé desde 1,36 + 0,162 L*h/kg en el grupo control a 0,91 +
0,12 L*h/kg en los tratados. Los promedios de AUCy... de FFC-amina (4,8 +
1,5 pg*h/mL) en los conejos endotoxemicos disminuyeron (P <0,05) en
comparacion con los valores observados en el grupo control (10,9 + 1,2
pg*h/mL). Resultados demuestran que la APR inducida por LPS en conejos
aumenta las concentraciones plasmaticas de FFC debido a una disminucién
en el CL; del farmaco.
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RELACION ENTRE LA EXPOSICION DERMICA A PESTICIDAS Y
ENFERMEDADES CRONICAS EN LA COMUNIDAD RURAL DE LA CUENCA DEL
LAGO DE TOTA, BOYACA, COLOMBIA (Relationship between dermal
exposure to pesticides and chronic disease in a rural community of tota lake
in colombia).
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En Latinoamérica las regulaciones sobre el uso apropiado de agroquimicos
no son cumplidas estrictamente particularmente en algunos cultivos de
subsistencia familiares como son el de la papa y la cebolla larga, lo cual
genera un riesgo en la aparicion de enfermedades asociadas a toxicidad
aguda y cronica. Este estudio tiene como objetivo encontrar la relaciéon
entre la exposicion dérmica a pesticidas y la prevalencia de estas
enfermedades. La metodologia ha consistido en la determinacién de la
cantidad de residuos de pesticidas en la piel basados en datos
experimentales utilizando trazadores inocuos fluorescentes y asociandolo a
las cifras de morbimortalidad de la zona. Se encontré que para algunos
pesticidas como heptacloro E , methiocarb, y mancozeb, entre otros, la
exposicion total dérmica (residuos en el traje de proteccion) es de 140.4,
234 y 304.2 mg respectivamente con una transferencia real, que es la
cantidad residual del pesticida que sobrepasa el traje de protecciéon de
0.8784, 1,464 y 1,9032 mg en su orden, y de que hay un riesgo de que la
exposicion a estos pesticidas sea causal, aunque no el Unico factor, de un
incremento local relativo en la morbimortalidad rural por diabetes mellitus
tipo Il, nefropatia cronica no diabética no hipertensiva, sindrome
metabdlico y cancer géstrico. Estos resultados preliminares son utiles para
desarrollar e implementar un programa de buenas practicas agricolas con el
fin de reducir dicha exposicion en esa comunidad andina, disminuyendo asi
el riesgo para la salud de un nivel no medido ni percibido de toxicidad
cronica.
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PRESENTACIONES EN PANELES: NEUROFARMACOLOGIA

001. LOS NIVELES EXTRACELULARES DE DOPAMINA Y GLUTAMATO
INDUCIDOS POR LA INFUSION DE ANFETAMINA EN EL AREA TEGMENTAL
VENTRAL DE RATA DEPENDEN DE LA ACTIVIDAD PKC. ESTUDIO EN RATAS
CONTROLES Y TRATADAS REPETIDAMENTE CON ANFETAMINA (Dopamine
and glutamate extracellular levels induced by infusion of amphetamine in
the rat ventral tegmental area depend on PKC activity. Study in control and
amphetamine repeatedly treated rats).

Abarca, J.; Gysling, K.

Ndcleo Milenio Estrés y Adiccion, Departamento de Biologia Celular y
Molecular, Facultad de Ciencias Bioldgicas, Pontificia Universidad Catdlica
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La infusién intra nucleo accumbens (NAcc) de RO-31-8220 [10 uM],
inhibidor de proteina quinasa C (PKC), bloquea el aumento en los niveles
extracelulares de dopamina (DA) en NAcc inducidos por la infusién de
anfetamina intra NAcc (Vezina et .al, Neurosci. Lett. 455,88, 2009). En el
presente trabajo hemos estudiado el efecto de la infusion de RO-31-8220
intra area tegmental ventral (VTA) sobre los niveles extracelulares de
glutamato (GLU) y DA inducidos por la infusion intra VTA de anfetamina [30
uM] en ratas controles y tratadas repetidamente con 1,5 mg/kg
(intraperitoneal) de anfetamina por 7 dias. La infusion de RO-31-8220 en el
VTA de ratas controles no modificé los niveles basales de DA y GLU. Sin
embargo, RO-31-8220 disminuyd los niveles extracelulares de DA y GLU
inducidos por la infusion intra-canula de anfetamina. En contraste, en las
ratas tratadas repetidamente con anfetamina se observé un aumento en los
niveles extracelulares de DA concomitante con un menor efecto inhibitorio
de RO-31-8220.

Nuestros datos sugieren que en el VTA de ratas controles los cambios
neuroquimicos inducidos por anfetamina intra VTA dependen de la
actividad de PKC, similar a lo previamente descrito para el NAcc. Ademds, en
ratas tratadas repetidamente con anfetamina, los cambios neuroquimicos
inducidos por anfetamina intra VTA son menos sensibles a la actividad de
PKC.
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002. LA SOBREESTIMULACION DE RECEPTORES PURINERGICOS INDUCEN
UNA DISFUNCION MITOCONDRIAL EN CELULAS TRATADAS CON EL
PEPTIDO B-AMILOIDE (Purinergic receptors overstimulation induced
mitochondrial disfunction in cells treated with amyloid beta peptide).
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Departamento de Fisiologia, Facultad de Ciencias Bioldgicas, Universidad de
Concepcidn, Concepcidn, Chile (cbastidas@udec.cl).

La disfuncion mitocondrial ha sido ampliamente involucrada en la
Enfermedad de Alzheimer, y se han propuesto diferentes mecanismos de su
participacion en los fendmenos neurotoxicos. Estudios previos en nuestro
laboratorio demostraron que receptores purinérgicos P2X, estimulados de
forma fisiopatoldgica por ATP, estarian involucrados en el mecanismo de
toxicidad del péptido B-amiloide (AB). Para estudiar la relacion entre estos
receptores P2X y la mitocondria (uno de los principales reguladores de ca®
intracelular), se utilizaron células PC12, transfectadas con la sonda sitio
dirigida hacia la mitocondria, Pericam 2mt8RP, y fue posible observar una
pérdida en la organizacion de la red mitocondrial normal, cuando las células
son tratadas con AP, induciendo una disminucién cercana al 51% en la
fluorescencia de Pericam. La utilizacién del antagonista PPADS, el cual es un
bloqueador selectivo de receptores purinérgicos P2X, previene casi
completamente la caida en la fluorecescencia (3%), de forma similar a lo
observado con apirasa (24%). Posteriormente, se midid el potencial de
membrana mitocondrial con la sonda JC-1 como un pardmetro de
funcionalidad mitocondrial, corroborédndose el efecto preventivo de PPADS.
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Estos resultados sugieren que el mecanismo de toxicidad del péptido AB se
potencia por la sobreactivacién de los receptores P2X, que provocan una
sobrecarga de ca® citosélico y mitocondrial, activando los mecanismos de
apoptosis.
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003. ALTERACIONES EN LA RED DE MICROTUBULOS PRECEDEN A LA
MUERTE CELULAR INDUCIDA POR AMINOCROMO (Microtubules network
alterations preceding cell death induced by aminochrome).
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Existen varias evidencias que postulan a aminocromo como una
neurotoxina endégena responsable de la degeneracidén neuronal observada
en la Enfermedad de Parkinson. Aminocromo se forma a partir de la
oxidacion de dopamina y es el precursor de neuromelanina. Se ha descrito
que aminocromo forma aductos con varias proteinas. En este trabajo
nosotros estudiamos el efecto de aminocromo en la red de microttbulos.
Los resultados obtenidos in vitro mostraron que aminocromo forma aductos
con tubulina inhibiendo su polimerizacion. Igualmente, aminocromo forma
aductos con microttbulos induciendo la despolimerizacion de ellos. La
formacién de aductos con tubulina también fue observada in vivo. Estos
estudios mostraron que aminocromo es toxico en las células SHSY-5Y donde
la muerte celular inducida por aminocromo fue dependiente del tiempo y
de su concentracién. Cuando las células SHSY-5Y fueron incubadas con
aminocromo mostraron la formacién de aductos con tubulina y un aumento
de tubulina en la fraccion soluble lo cual sugiere la despolimerizacién de
microtubulos. Asimismo, cuando las células SHSY-5Y fueron incubadas con
aminocromo durante dos horas, éstas mostraron cambios en su forma
celular y un aumento en la expresion de tubulina. Interesante fue observar
que los cambios en la forma celular preceden a la muerte celular lo cual
indica que eventos tempranos en la red de microtibulos y en la expresion
de proteinas podrian conducir hacia la muerte celular. Por lo tanto, estos
resultados sugieren que aminocromo promueve tempranamente
alteraciones en la red de microtubulos afectando la
polimerizacién/despolimerizacién de ellos induciendo finalmente la muerte
celular.
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004. AMINOCROMO INDUCE CAMBIOS EN LA EXPRESION DE GENES
RELACIONADOS CON LOS MECANISMOS DE AUTOFAGIA Y EL
CITOESQUELETO (Aminochrome induced changes in gene expression
related with autophagy mechanisms and cytoskeleton).

Brito, P.l; Mufioz, P.z; Salinas, N.l; Bricefio, A.z; Jana, L.l; Diaz, A.l;
Huenchuguala, S.z; Meléndez, C.z; Castillo, S.z; Herrera, A.Z; Segura-Aguilar,
1.2%; paris, 1.,

1Departamento de Ciencias Basicas, Facultad de Ciencias, Universidad Santo
Tomas, Vifia del Mar, Chile. ZPrograma de Farmacologia Molecular y Clinica,
Facultad de Medicina, Universidad de Chile, Chile (patiita.bp@gmail.com).

Aminocromo es descrito como una neurotoxina endégena responsable de la
degeneracion neuronal observada en la Enfermedad de Parkinson. Estudios
mostraron que aminocromo podria alterar los mecanismos involucrados en
la eliminacién de proteinas y organelos dafiados. En este trabajo se
estudiaron los cambios en la expresion de genes que participan en la
formacion y transporte de autofagosoma y agresoma hacia el lisosoma. Los
resultados mostraron que las células SHSY-5Y expuestas a aminocromo
presentan un aumento tardio en la expresion de ATG3 que no va
acompafiado de un aumento en la expresion de ATG12 lo cual sugiere que
aminocromo podria permitir la formacion de LC3-ll, marcador de
autofagosoma, a través de un mecanismo que no participa Atgl2; o podria
afectar la formacion de LC3-II. Por otra parte, se observé que en presencia
de aminocromo aumenta la expresiéon de HDAC6 y LC3, proteinas que
participan en la formacidén/desplazamiento del agresoma y formacién del
autofagosoma, respectivamente. Asimismo, también se observé un
aumento en la expresidn de LAMP1 y LAMP2, ambas proteinas forman
parte de la membrana del lisosoma. Por el contrario, aminocromo mostré
disminuir tempranamente la expresion de DYNC1H (Dineina) y DCTN1 p150
(Dinactina), las cuales forman parte del complejo Dineina/Dinactina que
permite el movimiento de autofagosomas y agresomas hacia el lisosoma.
Estos resultados sugieren que la temprana disminucion en la expresion de
genes que forman el complejo Dineina/Dinactina podria generar un
deficiente mecanismo de transporte de autofagosoma y agresomas
afectando asi la eliminacion de proteinas y organelos dafiados.
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005. CARACTERIZACION FARMACOLOGICA IN VITRO E IN VIVO DEL
AGONISTA SEROTONINERGICO 5-HT, SUPERPOTENTE 25B-NBOMe:
MODULACION DE SUS EFECTOS INDUCIDA POR BROMACION AROMATICA
(In vitro and in vivo pharmacological characterization of superpotent 5-HT,
serotonergic agonist 25B-NBOMe: modulation of its effects induced by
aromatic bromination).
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25B-NBOMe es un derivado N-metoxibencilado del alucindégeno 2C-B. Si
bien posee alta afinidad por receptores 5-HT, y muy alta potencia in vivo,
sus relaciones estructura-actividad sélo se conocen parcialmente. En este
trabajo se sintetizé una serie de analogos de 25B-NBOMe, los cuales fueron
evaluados in vitro e in vivo. La evaluacidn incluy6 la determinaciéon de
afinidades por receptores 5-HT,, humanos, determinacién de eficacias por
movilizacidn de calcio y una caracterizacién conductual en ratas en modelos
de actividad psicomotora espontanea, modificaciéon de ansiedad basal y
capacidad de asociacion a 1-4 mg/kg i.p.
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Los derivados N-2-hidroxi- y N-2-metoxibencilo de 2C-B tienen afinidades y
potencias altas (K;= 1 nM; ECso = 15 nM), mientras que los analogos de 2C-H
tienen afinidades mucho menores (K; = 50-100 nM) pero mantienen su
potencia, siendo todos agonistas totales. La bromacion del grupo N-bencilo
disminuye drasticamente la afinidad y potencia de los derivados de 2C-H,
volviéndolos agonistas parciales (Emax = 50%), mientras que el efecto es
menos pronunciado con los de 2C-B, que son agonistas totales. La
evaluacion conductual muestra correlaciones mixtas entre parametros
conductuales caracteristicos de los psicodélicos (sacudidas de cabeza,
locomocidn, respuesta condicionada), permaneciendo conservadas en los
compuestos N-2-hidroxi- y N-2-metoxibencilados. Los analogos 5-Br-2-
oxibencilados son completamente inactivos en el rango de dosis evaluado.
Se infiere que la bromacion aromatica ejerce efectos moduladores
complejos sobre la condicién de agonista superpotente los cuales se reflejan
a nivel conductual, apoyando la idea que esta serie de compuestos posee
propiedades farmacoldgicas propias respecto de psicodélicos clasicos
estructuralmente relacionados.
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006. EFECTO ANTINOCICEPTIVO DE LA INTERACCION DE SULFATO DE
COBRE Y KETAMINA EN LOS TESTS DE FORMALINA INTRAPLANTAR Y
OROFACIAL EN EL RATON (Antinociceptive effect of copper sulfate and
ketamine interaction in intraplantar and orofacial formalin tests in mice).
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Las sales de cobre tienen efecto antinociceptivo en modelos animales. Por
otra parte, estudios in vitro han mostrado que las sales de cobre inhiben la
LTP hippocampal, sugiriendo que el cobre interacciona con el receptor
NMDA. Por esta razon, investigamos si el efecto antinociceptivo del sulfato
de cobre (CuSQ,) en el ratén es mediado por el receptor NMDA, utilizando
el antagonista del receptor NMDA ketamina como herramienta
farmacoldgica. Se utilizoé el test de formalina intraplantar y orofacial en
ratones y se evalud la conducta nociceptiva durante 45 minutos. Tanto la
administracion de CuSO, como ketamina produjeron un efecto
antinociceptivo dosis-dependiente. La interaccion entre estos dos farmacos
se estudid mediante la administraciéon simultanea de proporciones
equiefectivas de cada DEs,, Con los resultados se construyd un
isobolograma, que mostré en efecto supraaditivo (indice de interaccidn:
0,365) para el test de formalina intraplantar y un efecto aditivo (indice de
interaccion: 1,254) para el test de formalina orofacial. Al realizar un analisis
del grado de paralelismo de las curvas de CuSO, y ketamina en el test de
formalina intraplantar, las curvas resultaron paralelas con pendientes de
31,8y 29,7, respectivamente, lo que sugiere la presencia de un mecanismo
de accion similar. Para el test de formalina orofacial, en cambio, se
obtuvieron curvas no paralelas con pendientes de 47,1 para CuSO,y de 39,4
para ketamina, lo que sugiere que los mecanismos de accion
antinociceptivos involucrados no son idénticos a nivel trigeminal que a nivel
espinal.
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007. MODELO PARA EL ANALISIS EX VIVO DEL SISTEMA NERVIOSO
ENTERICO POR INMUNOFLORESCENCIA (Model for the ex vivo analysis of
the enteric nervous system by immunofluorescence).
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El sistema nervioso entérico (SNE) regula la absorcion y secrecion de fluidos,
la motilidad intestinal, e interactia con el sistema inmune vy
enteroendocrino. EI SNE se compone de dos plexos ganglionados:
mientérico y submucoso. Este uUltimo, mas préximo al epitelio intestinal, es
mas sensible a cualquier cambio a nivel luminal y epitelial. En la mayoria de
los estudios farmacoldgicos enfocados en el SNE, el estimulo se aplica in
vivo o bien ex vivo sobre el tejido intestinal completo. Posteriormente se
aisla el SNE para evaluar los cambios generados. Sin embargo, en estas
aproximaciones es dificil establecer si el estimulo tuvo un efecto directo o
indirecto sobre el SNE. El objetivo del presente trabajo fue evaluar si un
compuesto farmacoldgico, aplicado directamente a una preparacién ex vivo
de plexo submucoso de colon de rata, activa neuronas entéricas. Para esto
se aisld el tejido submucoso a partir de secciones de colon de rata Sprague-
Dawley macho adulta. Las preparaciones de submucosa se incubaron por 2
y 3 horas con forskolina 10 uM o vehiculo. Luego, estas preparaciones se
fijaron y se analizaron por inmunofluorescencia utilizando PGP 9.5, como
marcador neuronal y cFos a nivel nuclear como medida de activacion
celular. Asi, se establecié que forskolina 10 uM a 2 y 3 horas aumentd la
sefial nuclear de cFos en neuronas submucosas. Lo anterior permite
disponer de un modelo ex vivo para evaluar la activacion directa de
neuronas entéricas ante un estimulo farmacoldgico, lo que resulta valioso
desde el punto de vista mecanistico.
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AGUDA O CRONICA DE LOS RECEPTORES OPIOIDE KAPPA Y
DOPAMINERGICOS D2 (Modulation of tonic and phasic dopamine
neurotransmission in the rat nucleus accumbens by acute or chronic kappa
opioid and dopamine D2 receptors activation).
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La activacion repetida de receptores dopaminérgicos D2 (D2R), por su
agonista quinpirole (QNP), induce sensibilizacién locomotora, que es
potenciada co-administrando U69593, agonista de receptores opiode
kappa (KOR). Ambos receptores se ubican en los terminales dopaminérgicos
del Nucleo Accumbens (NAc), donde controlan negativamente la dopamina
(DA). Paraddjicamente, la activacion repetida de KOR disminuye el efecto
inhibitorio D2 sobre DA. Nuestra hipdtesis sostiene que KOR controla la
funcion del D2R en el NAc, resultando en la potenciacion de la
sensibilizacion locomotora. Ratas macho Sprague Dawley se inyectaron
cada dos dias con U69593 y QNP hasta completar 8 inyecciones. Cuarenta y
ocho horas después, experimentos de microdidlisis se realizaron bajo
anestesia. Otro grupo de ratas naive se anestesiaron para experimentos de
fast scan cyclic voltammetry (FSCV) o de microdidlisis. Los datos de
microdidlisis en ratas naive indican que la activacion aguda de KOR 30 min.
antes del QNP, bloquea la inhibicién D2 sobre niveles tonicos de DA
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estimulados por K'. Los datos de FSCV indican que la activacién aguda de
KOR acelera la disminucion inducida por QNP sobre DA fasica. El
tratamiento crénico con U69593 mas QNP no modifica el control inhibitorio
presinaptico D2 sobre DA. Nuestros resultados sugieren que la activacion
aguda KOR afecta en forma diferencial la funcién del D2R, si éste ha sido
activado o no cronicamente y revelan un control indirecto de KOR sobre la
funcién del D2R en el NAc.
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009. PERINATAL ASPHYXIA EFFECTS ON MOOD ARE MEDIATED BY
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Perinatal asphyxia (PA) is associated with neuronal death, memory
impairment and high anxiety evaluated at adult stages in rats. Histaminergic
(HA) neurons, located in the tuberomammillary nucleus (TMN) of the
hypothalamus, project to the whole brain, modulating a broad range of
homeostatic functions, such as sleep-wake cycle, thermoregulation, feeding,
energy metabolism, as well as memory evaluated by different tests. A direct
involvement into mood disorders is still controversial, as well as about the
effects of PA on HN and mood. We hypothesize here that PA elicits mood
alterations at adult age via HA. Pregnant Wistar rats at the last day of
gestation were euthanized and hysterectomised. One or two pups were
removed and used as controls and the remaining foetuses in the uterine
horns were immersed in a water bath at 37°C for 21 min (asphyxia-exposed
rats). At 2-3 months of age, both groups were treated with the H3
antagonist thioperamide or saline, and tested in the modified Forced
Swimming Test. In parallel, immunohistochemistry experiments to identify
ADA+ cells in the TMN (thus, HA neurons) were performed in both groups.
Asphyxia-exposed rats showed increased immobility time and decreased
swimming and climbing time. Thioperamide reversed these effects. PA
decreased the number of HA neurons in the TMN, suggesting that PA
impairs mood at adult ages, an effect mediated by HA.
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010. EFECTOS FUNCIONALES DE LA INTERACCION ENTRE LA PROTEINA
PRION Y AB EN LA MEMBRANA CELULAR (Functional effects of interaction
between prion protein and B-amyloid peptide in the cell membrane).
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El péptido B-Amiloide (APB) es el componente mayoritario de las placas
seniles, reconocidas como el principal marcador histopatoldgico de la
Enfermedad de Alzheimer (EA). Previamente hemos descrito que
oligémeros solubles de AB (ABo) se asocian a la membrana neuronal,
formando poros que generan influjo de calcio, el cual aumenta la liberacién
de vesiculas sinapticas, produciendo una falla sindptica debido al
vaciamiento vesicular. Estudios recientes indican que A interactia con
diferentes proteinas de membrana, como la proteina prion (PrP), lo cual
podria modular la toxicidad ejercida por ABo en la membrana celular. En
consecuencia como objetivo principal, se evaluaron los efectos funcionales
de la interaccién AB-PrP disminuyendo y bloqueando PrP a través del uso de
fosfolipasa C (PLC) y anticuerpo anti-PrP (6D11) respectivamente. Los
resultados muestran una disminucién en la asociacién de Afo a la
membrana luego de estos tratamientos. Ademas, datos obtenidos por
fluorimetria de calcio, indican que PrP es importante para el incremento en
la frecuencia de transitorias de calcio intracelular, inducidos por Ao luego
de aplicaciones agudas. Este incremento seria mediado por PrP, al facilitar la
perforacion de membrana por ABo. Asimismo, con anti-PrP 6D11 fue
bloqueada la accién sinaptotéxica de APo (24 horas), evitando la
disminucion en los niveles de sinaptofisina inducida por Afo. En conclusion,
PrP participaria en procesos de asociacion, perforacion y sinaptotoxicidad
producida por ABo, lo que sugiere un potencial desarrollo farmacoldgico
orientado a bloquear esta interaccion, apuntando a su utilizacion en futuros
tratamientos para la EA.
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011. EL TRATAMIENTO TEMPRANO CON VALPROATO DE SODIO PRODUCE
UNA HIPERESPUESTA EN LA FOSFORILACION DE 4EBP A LARGO PLAZO EN
NEURONAS HIPOCAMPALES EN CULTIVO (Early sodium valproate
treatment produces long-term 4EBP phosphorylation hyperesponse in
cultured rat hippocampal neurons).
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El Trastorno de Espectro Autista (ASD) se caracteriza por profundas
alteraciones en la sociabilidad, el lenguaje y el procesamiento sensorial,
junto a conductas estereotipadas y ansiosas. El modelo experimental mejor
validado para esta enfermedad es el tratamiento prenatal con valproato de
sodio, en el cual se ha demostrado un sindrome de hiperfuncionalidad
neuronal. Por otro lado, varios sindromes genéticos tipo-autista involucran
a las kinasas Erk y mTOR, y a la proteina de unidn al factor de inicio de
traduccion elF4E (4EBP) en esta enfermedad. Para comprender las bases
moleculares de la hiperfuncionalidad hemos estudiado el efecto del
tratamiento temprano con valproato (5 mM, 12 hr), al dia 4 in vitro (DIV4),
en la respuesta de la via Erk/mTOR/4EBP, 7 dias después (DIV11), mediante
inmunocitoquimica en neuronas embrionarias de hipocampo de rata en
cultivo. Las neuronas pretratadas con valproato mostraron una activacion
de Erk, medida como niveles de p-Erk, porcentualmente equivalente al
control tres horas después de un estimulo despolarizante (25mM KCl). Sin
embargo, las neuronas pretratadas con valproato mostraron mayores
niveles de p-mTOR tres horas después y mayores niveles de p-4EBP seis
horas después del mismo estimulo, en contraposicion a las controles que no
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mostraron activacién de mTOR a las tres horas, e incluso evidenciaron una
disminucion de p-4EBP a las seis horas post-estimulo.

Los resultados sugieren que el tratamiento temprano con valproato
condiciona el desarrollo neuronal a un estado de hiperreactividad de la via
mTOR/4EBP, lo cual permite visualizar esta via como un blanco
farmacoldgico en autismo.
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La proteina a-sinucleina (a-syn) es una proteina sinaptica que se expresa en
todo el sistema nervioso central, y es el principal componente de las
inclusiones citoplasmaticas conocidas como Cuerpos de Lewy, uno de los
hallazgos histopatoldgicos presentes en la enfermedad de Parkinson (EP).
Esta proteina se agrega formando oligémeros con actividad téxica causando
dafio y finalmente muerte neuronal. Varios mecanismos tdxicos se han
propuesto para a-syn. Por ejemplo, se reporto la formacién de poros en la
membrana plasmatica por a-syn después de su sobreexpresion, lo que lleva
a un aumento en la entrada de moléculas o iones como calcio, el cual estd
asociado a neurodegeneracion. El objetivo de esta investigacion es
identificar los efectos de a-syn sobre la funcion celular cuando se aplica a-
syn en bajas concentraciones (500 nM) dentro de neuronas hipocampales.
Utilizando registros de patch clamp modalidad célula-completa con a-syn
agregada (oligdmeros) dentro de la pipeta. Encontramos que la proteina a-
syn intracelular produjo un aumento en la frecuencia de las corrientes
sindpticas en miniatura, un aumento en la permeabilidad de la membrana,
que se traduce en un aumento en los niveles de calcio intracelular: Lo
anterior se podria deber al ingreso de calcio a las células mediante un poro
en la membrana formado por a-syn. De esta forma se estaria apoyando una
accion toxica de a-syn cuando ésta se asocia y se agrega en membranas,
contribuyendo a la neurodegeneracidon que ocurre en la EP, siendo ademas
un posible blanco para nuevas terapias para esta enfermedad.
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013. DOSIS BAJAS DICLORVOS POTENCIAN EL APRENDIZAJE Y LA
MEMORIA ESPACIAL EN RATAS JOVENES (Effects on spatial learning and
memory of low doses dichlorvos in young rats).
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Diclorvos (DDVP) es un compuesto érganofosforado que ha sido utilizado
principalmente como potenciador cognitivo y pesticida por su efecto
inhibidor sobre la acetilcolesterasa (AChE). Sin embargo estudios recientes
han demostrado que este farmaco induce efectos positivos sobre la
plasticidad sinaptica mediante mecanismos alternativos al aumento de
acetilcolina. Dosis bajas de DDVP actuarian selectivamente inhibiendo la
enzima acilpéptido hidrolasa (ACPH) que seria la responsable de la mejoras
en plasticidad neural y desempefio cognitivo. Para probar esta hipdtesis
administramos bajas dosis de DDVP a ratas Sprague-Dawley de un mes de
edad diariamente por 28 dias. Posteriormente evaluamos el desempefio en
una tarea de aprendizaje y memoria espacial en un laberinto acuético. Se
realizd una prueba con plataforma visible, se adquirié la curva de
aprendizaje con la plataforma oculta y se realizé un test de memoria en
ausencia de la plataforma. También se midieron los niveles de actividad
AChE y ACPH en homogenizados de hipocampo. Los resultados muestran
que los animales inyectados con dosis bajas de DDVP (0.1 mg/Kg)
consiguieron un aprendizaje de la tarea mas rapido y eficaz, asi como una
mejor memoria frente a los animales controles. Por otro lado sdlo
encontramos inhibicidn significativa de la actividad ACPH hipocampal pero
no en la actividad AChE. Estos resultados confirman que la administracion
de dosis bajas de DDVP producen una mejora cognitiva a través de
mecanismos cerebrales diferentes a la inhibicion de AChE, y al mismo
tiempo indican que existe una relacion entre los niveles de actividad ACPH
y las mejoras cognitivas.
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and adaptor protein Fe65 in an Alzheimer’s Disease model).
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La Enfermedad de Alzheimer (EA) es caracterizada principalmente por un
desbalance en el metabolismo de la proteina precursora amiloide (APP),
que da origen al péptido B-amiloide (AB), el cual provoca adicionalmente a
los eventos comunmente descritos, una fuga de ATP intracelular, que
activaria receptores P2X, fomentando el ingreso de Ca” al interior celular, lo
que potenciaria la sobrecarga intracelular de este catidn, favoreciendo los
efectos toxicos del péptido AB. Fe65 es una proteina adaptadora de
multidominios que se puede unir a APP, y existe evidencia en relacién a que
podria afectar el procesamiento de esta proteina. El objetivo de este trabajo
fue comprobar mediante estudios de co-inmunoprecipitacion, que Fe65
tiene la capacidad de interaccionar con el receptor P2X2, y evaluar
mediante inmunofluorescencia los cambios en la expresion y colocalizacién
de ambas proteinas tras el tratamiento con AB. En este trabajo se pudo
demostrar que Fe65 interactia con el receptor P2X2; adicionalmente se
observé un aumento en la expresion de este receptor (C: 100 + 3%, AB: 130
+7 %), y un incremento en su colocalizacién con la proteina Fe65 en
tratamientos con AB (0,5uM, 24 h).
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Estos datos sugieren que frente a una mayor interaccion de P2X2 con Fe65,
APP podria ser mas susceptible al procesamiento mediante la via
amiloidogénica.
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BARRERA DE COLON (Effect of the antidepressant Fluoxetine on the colonic
barrier function).
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La funcién barrera intestinal restringe el paso de contenido luminal hacia la
circulacion, lo que es mediado por proteinas de unidn estrecha presentes en
las células epiteliales. Anormalidades en estas proteinas y deterioro en la
funcién barrera intestinal se han observado en pacientes con trastornos
gastrointestinales, los cuales segun recientes estudios, presentan ademas
alteraciones en la sefializacion de serotonina (5-HT), importante mediador
en la fisiologia del intestino. Existe evidencia del empleo de antidepresivos
inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina (ISRS) como fluoxetina
en trastornos gastrointestinales para aliviar el dolor crénico experimentado.
Sin embargo el mecanismo de accion de estos farmacos a nivel intestinal se
desconoce y mas aun su efecto sobre la funcidn barrera. El objetivo de este
trabajo fue evaluar en colon de rata el efecto de fluoxetina sobre 1) la
permeabilidad del tejido a una molécula fluorescente de 40 KDa; y 2) la
abundancia de la proteina de unién estrecha ZO-1 en el epitelio mediante
inmunohistoquimica (IHQ). Para esto, el tejido fue incubado con 0.5; 5y 50
ug/ml de fluoxetina durante tres horas. La intensidad de tincion de ZO-1,
respecto al control, disminuy6 al incubar con 0,5 pg/ml de fluoxetina,
mientras que la permeabilidad al marcador fluorescente aumenté al
emplear una dosis de 50 pg/ml. Ambos resultados sugieren que fluoxetina
produce un deterioro agudo de la funcién barrera de colon.
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016. SYSTEMIC SALSOLINOL ADMINISTRATION INDUCES DOPAMINE
RELEASE AND LOCOMOTOR ACTIVITY IN NAIVE UChB RATS.
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Ethanol is the most widely drug of abuse in the occidental society, its
mechanism of action remains unknown, although it is established that the
reinforcing effect of ethanol is conveyed via activation of the mesolimbic
dopaminergic system. Acetaldehyde, the first metabolite of ethanol
produced by the brain catalase/H,0, system, has been hypothesized to
mediate the ethanol reinforcing effects. However, acetaldehyde can react
with dopamine to generate 1-methyl-6,7-dihydroxy-1,2,3,4-
tetrahydroisoquinoline (salsolinol), mediated by a non-enzymatic Pictet-
Spengler condensation reaction, which could then be able to act on
dopaminergic systems, by directly or indirectly mechanisms. In this work,
we have studied the effect of salsolinol on dopaminergic systems,
measuring dopamine release in NAcc shell of naive UChB rats by
microdialysis in vivo under awake condition. The results show that salsolinol
(10 mg/Kg, i.p.) increased dopamine release in NAcc shell (119.8% +3.5%
from baseline; p<0.01, n=5), observed 20 minutes post-administration.
Salsolinol did not alter the effect of d-amphetamine (100uM via the probe;
dopamine increased by ~2.5 fold) or KCl (100nM via the probe; dopamine
increased by ~2.5 fold) 120 or 200 min after salsolinol administration,
respectively. Furthermore, salsolinol increased locomotor activity at the first
20 min after administration, indicating a temporal relationship between
dopamine release and locomotor activity. Thus, the present results
demonstrate that salsolinol is capable to activate the mesolimbic
dopaminergic system similarly to ethanol and acetaldehyde, but at doses
several times lower.
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Regulators of G Protein Signalling (RGS) proteins act as GTPase-activating
protein (GAP), modulating negatively G protein-coupled receptors, including
D; and D, receptors. The present work focuses on the effect of dopamine
de-afferentation on the levels of RGS2, RGS4 and RGS9-2 proteins in
substantia nigra (SN), ventral tegmental area (VTA), nucleus accumbens
(NAc), neostriatum (Str) and neocortex (Cx) of rats. The lesion was
performed by a unilateral stereotaxic administration of 6-OHDA (2ug/ml)
into the left forebrain bundle, considering the right hemisphere as a control.
Fifteen days after, the animals were behaviourally evaluated, and sacrificed
for further analyses. RGS proteins, dopamine receptors and tyrosine
hydroxylase  (TH) were measured by Western blots and
immunohistochemistry (n=5-7). TH levels were significantly decreased in SN,
VTA and Str on the lesioned compared to the non-lesioned hemisphere.
There was also a decrease in the number of TH-positive neurons in SN, and
VTA. D; receptor levels were increased in SN and VTA, while D, receptor
levels were increased in SN and Str. RGS2 protein levels were increased in
SN and VTA.
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No significant changes were observed in RGS4 and RGS9-2 levels. The
present results suggest that RGS2 protein modulates DA signalling, via D;
receptors.
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018. EFECTO DE LA MOLECULA PEQUENA M554 EN LA LIBERACION DE
VESICULAS SINAPTICAS MEDIADA POR EL HETERODIMERO Gy (Effect of
small molecule M554 in the release of synaptic vesicles mediated GBy
heterodimer).
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El tréfico de vesiculas sinapticas en terminales sindpticos es un proceso
estrechamente relacionado a la actividad neuronal individual y de la red. En
la presindpsis, el complejo SNAREs (sintaxina, SNAP-25 y sinaptobrevina)
media la fusion de las vesiculas sinapticas calcio-dependiente. Este proceso
es inhibido por la actividad de receptores acoplados a proteina G (GPCRs),
que al activarse provocan la disociacion del heterotrimero de la proteina G
liberando el dimero Gy, el cual interacciona directamente con la region c-
terminal de la proteina SNAP-25. El uso de fluoréforos FM, ha ayudado a la
comprension de este proceso, ya que permite la monitorizacion 6ptica del
movimiento vesicular. En este trabajo, se evaluaron los efectos que tienen
etanol y una molécula pequefia M554, disefiada con métodos
bioinformaticos, en la via de liberacién de vesiculas mediada por GBy. M554
interacciona con GPy en el sitio de unién asociado a la modulacién del
receptor de glicina. Se utilizaron neuronas de hipocampo de rata, las cuales
se incubaron con la sonda FM 1-43, en presencia y ausencia de M554. La
disminuciéon de fluorescencia, indicativa de fusion vesicular en la
presinapsis, se observd por microscopia, bajo diferentes condiciones
estimulantes e inhibitorias, como solucién externa alta en potasio y etanol
respectivamente. Los resultados sugieren que el trafico vesicular disminuye
con la adiciéon de etanol, y M554 no tendria efecto sobre la inhibicion pre-
sindptica mediada por el dimero GBy.
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019. ERITROPOYETINA HUMANA RECOMBINANTE DE BAJO NIVEL DE
GLICOSILACION, TIENE EFECTO NEUROPROTECTOR ASOCIADO A SU
RECEPTOR MEDIANTE LA ACTIVACION DE ViAS ANTIAPOPTOTICAS (Human
recombinant  erythropoietin ~ with low glycosylation level has
neuroprotective effects associated to its receptor through the activation of
antiapoptotic signaling pathways).
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La Eritropoyetina (Epo) es una hormona glicoprotéica de aproximadamente
34kDa, cuya funcion principal es regular la hematopoyesis. Sin embargo,
debido al descubrimiento de su receptor (EpoR) en tejidos no eritroides, se
ha asociado esta hormona a otras funciones pleiotrdpicas. En el sistema
nervioso central (SNC), se observd que Epo tiene efecto neuroprotector
relacionado con la activacion de vias de sefalizacion antiapoptdticas
asociadas a su receptor. El objetivo de este trabajo es evaluar si la actividad
neuroprotectora in vitro de una Epo recombinante humana de bajo nivel de
glicosilacién (rhEpo) y con reducida actividad hematopoyética, producida en
leche de cabra, esta asociada a la activacion de EpoR. Para desarrollarlo, se
utilizaron células PC12, pretratadas con Epo y posteriormente incubadas
con un desacoplante de la cadena respiratoria mitocondrial (FCCP), como
modelo de estrés oxidativo. Las células pretratadas con Epo presentaron
mayor porcentaje de viabilidad comparadas con células control que no
fueron incubadas con Epo, y también respecto a células PC12 tratadas con
inhibidores de la activacion del receptor de Epo. Estos resultados
concuerdan con diferencias observadas en la expresion de EpoR, y con la
activacion de vias de sefializacion antiapoptdticas, mediadas por el aumento
en la expresion del gen BCL2. Los resultados de este trabajo demuestran
que rhEpo posee actividad neuroprotectora frente a estrés oxidativo
mediado por FCCP, activando vias de sefializacion antiapoptoticas, a través
de su receptor EpoR. Este hallazgo refuerza el potencial uso farmacolégico
de esta variante de rhEpo en enfermedades relacionadas con el SNC, como
enfermedades neurodegenerativas.
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Los transportadores de serotonina (SERT) han sido involucrados como
objetivo bioldgico en el disefio de drogas con potencial actividad
antidepresiva, usando como modelo la existencia de anillos aromaticos
presentes en las estructuras de diferentes antidepresivos que se unen a
SERT y tomando la triptamina como un andlogo de serotonina, en el
siguiente trabajo nos propusimos generar derivados de triptamina
regulando la separacion de los anillos aromaticos a través de una cadena
alquilica de 1, 3 y 5 dtomos de carbono. Ademas generamos derivados con
la triptamina directamente unida a través de su nitrégeno primario a la
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cadena alquilica y utilizando anhidrido maleico, como espaciador,
generamos una serie de moléculas que nos permitiran evaluar su capacidad
de ser reconocidas por el SERT. Nuestros resultados indican que las
moléculas con los anillos separados por 3 y/o 5 atomos de carbono
presentan mejor afinidad. Por otro lado la presencia del espaciador de
maleato aumenta su afinidad respecto de aquella sin espaciador. Los
analisis de anclaje molecular (docking) indican que aquellas moléculas que
contienen al espaciador maleato se unen en el mismo sitio de los
bloqueadores de SERT tal como lo es Flouxetina y Citalopram, localizando el
anillo inddlico de la triptamina en la cavidad de entrada del transportador
sitio de reconocimiento molecular de la serotonina. Los datos de energias
de unidén correlacionan con los resultados de binding obtenidos donde el
derivado con 5 dtomos de carbonos entre los anillos y el espaciador maleato
en la triptamina posee la mayor afinidad en el rango nanomolar.
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021. EFECTO DEL COBRE Y AMINOCROMO EN LA EXPRESION DE
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INTRACELULAR (Effect of copper and aminochrome in the proteins
expression that participate in the intracellular proteolysis systems).
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La Enfermedad de Parkinson (EP) es un trastorno neurodegenerativo que se
caracteriza por una pérdida progresiva de las neuronas dopaminérgicas de
la sustancia negra pars compacta. Agentes medioambientales como la
exposicion a ciertos metales, como el cobre, podrian estar relacionados con
el desarrollo de esta patologia. En otros trabajos se ha mostrado que la
toxicidad de este metal es dependiente de la formacién de un complejo con
dopamina (CuDA) y la oxidacion de dopamina a aminocromo.
Recientemente, se reporté que el complejo CuDA induce autofagia y
aminocromo induce disrupcion del citoesqueleto sugiriendo que
aminocromo podria jugar un rol en la disfuncién de los sistemas de
degradacion de proteinas observados en la EP. Este trabajo busca
demostrar que la toxicidad del cobre y aminocromo estan relacionadas con
alteraciones y cambios en la expresion de proteinas que participan en los
mecanismos de eliminacion de proteinas como la via autofagia/agresoma.
Para ello se utilizaron como modelos: una linea celular SHSY-5Y derivada de
neuroblastoma humano y cortes de cerebro de ratas para sustancia negra 'y
cuerpo estriado. Los resultados mostraron que los mayores efectos tdxicos
fueron obtenidos cuando las células se incubaron con el complejo CuDA o
aminocromo. Asimismo, los resultados mostraron que cobre y aminocromo
inducen significativos cambios en la expresiéon de proteinas como -l
tubulina, a-tubulina acetilada, HDAC6 y LAMP1. Estos resultados sugieren
que cobre y aminocromo podrian cambiar la expresion de proteinas que
participan en las vias de degradacion de proteinas y organelos dafiados y
que mecanismos compensatorios podrian estar participando.
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022. SITIOS MOLECULARES ASOCIADOS A LA MODULACION DE
RECEPTORES DE GLICINA POR ANALOGOS DE PROPOFOL (Molecular sites
for glycine receptor modulation by propofol analogs).
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Los receptores de glicina (GlyRs) son canales idnicos ligando-activados que
contribuyen al control de la excitabilidad neuronal. La funcién inhibitoria del
GlyR es particularmente critica en el procesamiento de sefiales sensoriales y
nociceptivas en la médula espinal. Estudios recientes han determinado que
estados de inflamacion periférica disminuyen la funcién de los GlyRs
espinales compuestos de la subunidad a3, lo que contribuye a la generacién
de dolor crénico. De este modo, farmacos potenciadores de los GlyRs
espinales podrian tener efectos analgésicos. Sin embargo, se conocen pocos
moduladores del GlyR y los sitios moleculares involucrados en estos efectos
no se encuentran determinados. En este trabajo investigamos los sitios
moleculares asociados a la modulacion de a3GlyRs por el andlogo de
propofol 2,6-DTBP (2,6-di-tert-butilfenol). La sensibilidad de a3GlyRs a 2,6-
DTBP fue evaluada a través de electrofisiologia de GlyR salvajes y mutantes
expresados en células HEK293. Nuestros resultados muestran que 2,6-DTBP
(1-300 uM) es un modulador alostérico positivo de a3GlyRs. El compuesto
aumentd la afinidad aparente del receptor por su agonista glicina, sin
cambios en la eficacia. Ademas, estudios de modelamiento molecular
combinados con registros de GlyRs mutados permitieron identificar un
residuo conservado de fenilalanina necesario para los efectos de 2,6-DTBP
en el comienzo del dominio transmembrana 4. Nuestros resultados
demuestran que 2,6-DTBP es un modulador positivo del a3GlyR, el cual
posiblemente interacciona en una regiéon asociada al dominio
transmembrana 4 del receptor. La caracterizacion detallada de esta
interaccion a nivel molecular podria contribuir al desarrollo de nuevos
moduladores del GlyR.
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023. NITRIDERGIC AND OPIOIDERGIC PATHWAYS IN THE GABAPENTIN
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Miranda, H.F. 1'2; Sierralta, F.3; Zanetta, P.l; Noriega, V.l; Prieto, 1.

1Faculty of Medicine, Chemistry and Pharmacology School, Universidad
Andrés Bello, Santiago, Chile. 2Faculty of Medicine, ICBM, Universidad de
Chile, Santiago, Chile. *Dental School, Universidad FinisTerrae, Santiago,
Chile. “Hospital Clinico, Universidad de Chile, Santiago, Chile
(hmiranda@med.uchile.cl)

Pain is one of the most common problems in clinical medicine. It has been
considered that pharmacologic drug therapy approaches are the most widely
used therapeutic options to ameliorate persistent or chronic pain. However,
the mechanisms of chronic pain are much more complex than those of acute
pain. In this study it was evaluated the effect of L-Name and naltrexone in
the antinociception induced by administration of gabapentin in the orofacial
formalin test of mice. The algesiometer assay was performed by the
administration of 20 pl of 2% formalin solution injected into the upper right
lip of each mouse. The dose of gabapentin that produces the 50% of the
maximum possible effect (EDsy) was significantly increased by the
pretreatment with L-Name or naltrexone. These results suggest that
gabapentin produce peripheral effect is mediated partly via the activation
nitridergic pathways and opioid system.
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024. ESTUDIO COMPARATIVO DE PARAMETROS
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ALCOHOL (Comparative study of electrocardiographic parameters and
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El binomio alcohol-conduccién aumenta la accidentabilidad y lesionados
que requieren cirugia inmediata. No hay estudios que recomienden
protocolos anestésicos seguros. Se realizd un estudio clinico controlado en
un modelo porcino con el objeto de determinar si los pardmetros
electrocardiograficos y electrolitos plasmaticos se modifican por accion del
alcohol. Se emplearon 9 cerdos, Landrace-Largewhite, ASA 1, de peso
promedio, 13 kg. Estos se pre-medicaron con Ketamina-Diazepam. El
estudio se desarrollé en dos periodos anestésicos similares (40 min.) con
Anestesia Inhalatoria espontanea (VIMA). En el primer periodo se sometié a
induccion anestésica con mascara a la, asociacion Isofluorano/Oxigeno (1/0)
y dosis de mantencién 1/0 2%/2L.min™. En el segundo periodo, luego de un
wash-out de 3 dias, se administré el mismo protocolo anestésico del 1°
tiempo del estudio con una administracion de alcohol 962 diluido al 50% y
una dosis 250 mg.kg’l. Se obtuvo ECG: Frecuencia cardiaca, intervalos PR,
QT y QT,, complejo QRS y segmento ST, junto a electrolitos plasmaticos:
Na', K*, CI' y Bicarbonato de una muestra de sangre arterial en el minuto 0,
20 y 40. El andlisis estadistico fue test de Student. Nuestros resultados
indicaron que durante la administracién de VIMA 1/0 con alcohol disminuye
la frecuencia cardiaca, concentraciones K* y CI plasmaticos, respecto del
control. No hubo diferencias significativas entre ambos periodos anestésicos
para el resto de los parametros estudiados. Los tiempos de induccién y
recuperacion anestésica tampoco experimentaron diferencias significativas
entre los periodos analizados. Se concluye que VIMA 1/O produce una
anestesia estable en presencia de alcohol.
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025. CHARACTERIZATION OF NANOPARTICLES FOR SYSTEMIC DELIVERY OF
PARP-1 SIRNA: A NEW THERAPEUTIC STRATEGIC FOR PREVENTING THE
CONSEQUENCES OF PERINATAL ASPHYXIA.
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Perinatal asphyxia (PA) is a clinical challenge still lacking for an effective
treatment. Hypoxia implies a shift to anaerobic glycolysis, leading to
accumulation of lactate and acidosis. Re-oxygenation is mandatory for
recovering, yielding oxidative stress, free radical accumulation and pro
inflammatory signalling, delaying recovery and full homeostasis. The insult
menaces the integrity of the genome, triggering protecting and repairing
metabolic cascades, PARP-1 playing a fundamental role. Nevertheless,
PARP-1 activation leads to ATP over consumption, worsening the energetic
crisis. Therefore, inhibition of PARP-1 activity is a target for lessening the
effect of hypoxia. Gold nanoparticles have been used for siRNA delivery for
selective gene expression inhibition. Thus, gold nanorod (AuNR)
functionalized with CLPFFD peptides were prepared as AuNR-siRNA
complex, evaluated in SH- SY5Y neuroblastomes with confocal microscopy
and MTS assay, finding that the complexes are well internalised without any
apparent cell-toxicity.
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026. NICOTINAMIDE PREVENTS PARP-1 ACTIVITY AND
NEUROINFLAMMATORY SIGNALS LEADING TO DELAYED CELL DEATH IN
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Perinatal asphyxia (PA) is a leading cause of death, neuronal damage and
neurological deficits with a delayed clinical onset. Hypoxia and re-
oxygenation lead to inefficient anaerobic metabolism and oxidative stress,
causing DNA damage. Poly (ADP-ribose) polymerase-1 (PARP-1) is a sentinel
protein that recruits the DNA repair machinery; however PARP-1 over-
activation can increase inflammatory signalling pathways, conveyed by NF-
KB (p65), leading to neuro-inflammation. Thus, we investigated PARP-1 and
inflammatory responses, and its implications in apoptotic-like cell death in
mesencephalon following PA. Severe PA in rats was induced by immersing
G22 foetuses into a water bath at 37°C for 21 min. Animals were sacrificed
0-24h after delivery and mesencephalon and other brain regions dissected.
PARP-1 activity and p65 activation was measured by Western blots;
synthesis of proinflammatory cytokines by RT-gPCR, and ELISA, and
apoptotic-like cell death by the TUNEL assay. A single dose of nicotinamide
(a PARP-1 inhibitor) (0.8 mmol/kg, i.p.), was administered 2h following PA
and the same parameters were further evaluated. PA increased PARP-1
activity and inflammatory signalling pathways, increasing pro-inflammatory
cytokines, and apoptotic-like cell death, both in VTA and SN. A single dose of
nicotinamide decreased PARP-1 activity, decreased the levels of the
inflammatory markers and apoptotic-like cell death.
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Thus, the present results show that PA leads to (i) over-activation of PARP-1;
(i) activation of inflammatory signalling mediated by p65; (iii) de novo
synthesis of pro-inflammatory cytokines, and (iv) delayed cell death. All
these events were reverted with a single postnatal dose of nicotinamide.
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Opioids have been used for the management of pain for a long time, and
coadministration of two opioids may induce synergism. In a model of tonic
pain, the acetic acid writhing test and in a phasic model, the hot plate, the
antinociceptive interaction between fentanyl, methadone, morphine, and
tramadol was evaluated. The rank of potency of opioids in the writhing test
compared to the hot plate assay was from 2.5 (fentanyl) to 15.5 (morphine)
times, respectively. The ED50 was used in a fixed ratio for each of the six
pairs of opioid combinations, which, resulted in a synergistic antinociception
with the exception of methadone/tramadol and fentanyl/tramadol which
were only additive, in the hot plate. Usingthe opioid antagonists naltrexone,
naltrindole and nor-binaltorphimine, suggests that the synergism induced
by morphine combinations are due to the activation of MOR subtypes with
a partially contribution of DOR and KOR subtypes, however fentanyl and
methadone combinations are partially due to the activation of MOR and
DOR subtypes and KOR subtypes lack of participation. The mixtures of
tramadol, are partially due to the activation of MOR, DOR and KOR opioid
subtypes. These results indicate that the effectiveness and magnitude
ofopioids interactions are dependent on the intensity of the pain stimulus.
Opioid-opioid combinations may be helpful in pain treatment, given the
profile of activity of individual drugs and the advantages of reducing side
effects.
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028. EFECTO DE PEQUENAS MOLECULAS EN LA ViA DE SENALIZACION DE
PLCB MEDIADA POR EL DIMERO GBy (Effect of small molecules in PLCB
pathway mediated by GBy dimer).
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El heterodimero GBy posee una gran cantidad de efectores celulares, lo que
lo convierte en un potencial blanco terapéutico para una variedad de
enfermedades. Estudios previos han demostrado que etanol induce la
potenciacion del receptor de glicina (GlyR) a través del dimero GBy, llevando
a una depresion del sistema nervioso central. Estos efectos depresores
pueden causar la muerte por una falla cardiorrespiratoria durante una
intoxicacion aguda por etanol. Estudios previos en nuestro laboratorio han
demostrado que pequefias moléculas disefiadas en nuestro laboratorio por
métodos bioinformaticos como M554 y M890 interfieren en la potenciacion
del GIyR por etanol. En este trabajo se determind el efecto de estas
moléculas en otra via de sefializacion mediada por el dimero GBy, como es
PLCB. Para esto se utilizaron células HL-60 diferenciadas a neutrdfilo (HL-60
1,2% DMSO por 72 hrs.), las cuales fueron estimuladas con el péptido
quimiotactico fMLP (N-formil-metionil-leucil-fenilalanina) que activa la via
PLC-B,, lo que lleva a un aumento del Ca* citosélico. Los cambios en los
niveles Ca* citoplasmatico se determinaron a través de la sonda
fluorescente sensible a calcio Fluo-8 en un espectrofluorimetro
(NOVOSTAR). Los resultados demostraron que la molécula M554 y M890 no
inhiben esta via de sefializacion, lo que demuestra que el heterodimero se
une a GBy sitio-especificamente siendo potenciales moléculas lideres de
nuevos estudios farmacoldgicos.
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the network of microtubules and microfilaments).
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En la enfermedad de Parkinson (EP) se observa un deterioro de la via
nigroestriatal con pérdida selectiva de las neuronas dopaminérgicas que
contienen neuromelanina en la sustancia negra pars compacta (SNpc). Se ha
observado que las neuronas dopaminérgicas de la SNpc presentan
acumulacion de hierro y cuerpos de Lewy que contienen en su interior
agregados de proteinas. Estudios realizados previamente mostraron que la
toxicidad del hierro es mediada por la oxidacion de dopamina a
aminocromo. Recientes estudios mostraron que aminocromo induce la
formacion de agregados de actina y a- y B- tubulina. En este trabajo se
estudid si el complejo FeDA induce efectos tdxicos en las células SHSY-5Y.
Ademas se estudid in vitro si el complejo FeDA y aminocromo podrian
alterar la polimerizacién de tubulina y actina. Los resultados mostraron que
FeDA es toxico en las células SHSY-5Y y que FeDA y aminocromo afectan la
polimerizacién de tubulina y actina. Por lo tanto, los resultados sugieren que
las alteraciones en la polimerizacion de actina y tubulina podrian afectar no
s6lo los mecanismos de eliminacidn de proteinas y organelos dafiados, sino
que también el transporte y liberacion de vesiculas sinapticas.
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Perinatal asphyxia (PA) implies an interruption of oxygen supply at birth,
changing the ability of the CNS to cope with postnatal stressors. The
mechanism by which PA impairs the coping capacity of the CNS is unknown,
but aberrant metabolism can play a role, making it vulnerable to further
energy failure and oxidative stress, enhancing pro-apoptotic pathways.
Nevertheless, the relation between PA and vulnerability to secondary
metabolic insults has not yet been studied. We have investigated on the
vulnerability of PA exposed CNS to subsequent metabolic insults, using
organotypic cultures of basal ganglia, including substantia nigra (SN),
neostriatum (Str) and neo-cortex (Cx), from asphyxia-exposed and
caesarean-delivered control neonatal rats. At DIV18, the cultures were
exposed to sub-lethal concentrations of H,0, and glucose deprivation for
18h, as a metabolic insult model, evaluating cell viability and counting cells
co-expressing MAP-2 and cleaved caspase-3 with confocal microscopy. The
viability test demonstrated a region-specific vulnerability to the second
metabolic insult, the SN being the only region showing a further significant
increase in cell death, mainly by apoptosis affecting neurons, as revealed by
MAP-2 and cleaved caspase-3 co-immunocytochemistry. The present data
show a novel neuronal vulnerability as an end-point of PA, implying
apoptotic pathways, providing a wide therapeutic opportunity to deal with
the long-term effects triggered by PA.
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031. LA ADMINISTRACION DE SALSOLINOL, LIBRE DE ISOSALSOLINOL,
PRODUCE EFECTOS MOTIVACIONALES SIMILARES A ETANOL (The
administration of salsolinol, free of isosalsolinol, elicits motivational effects
similar to ethanol).
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El salsolinol se forma en el cerebro por la condensacidon no enzimatica de
acetaldehido (metabolito del etanol) con dopamina, obteniéndose dos
productos: salsolinol e isosalsolinol. Estudios previos realizados
administrando salsolinol a animales sugieren que el salsolinol contribuye al
abuso de alcohol. Sin embargo, estos estudios se han realizado con el Unico
salsolinol disponible hasta el afio 2010 que contenia 85% de salsolinol y 10-
15% de isosalsolinol. Por lo tanto existe la posibilidad de que las
propiedades de refuerzo al etanol se deban al isosalsolinol y no al salsolinol.
En este trabajo se estudio el efecto de salsolinol, libre de isosalsolinol, en el
test de preferencia de lugar, la actividad locomotora y el consumo de
alcohol en ratas naive de la linea bebedora UChB. El salsolinol se inyectd
intracerebralmente (30 pmol/0.2ul, en el VTA) o intraperitonealmente (10
mg/kg i.p.) durante 3 dias alternados para la determinacion del test de
preferencia de lugar y la actividad locomotora. Los resultados muestran que
salsolinol, libre de isosalsolinol, inyectado intra-VTA o i.p. produce: 1)
preferencia de lugar condicionado, 2) sensibilizacion locomotora, 3)
aumento del consumo voluntario de etanol que fue prevenido por
antagonista opioide (naltrexona 13.2 nmol/0.2 pl, intra VTA). Ademas, fue
posible detectar salsolinol intracerebralmente mediante microdialisis
después de la inyeccion de una dosis intraperitoneal de salsolinol. Se
concluye que el isosalsolinol no es necesario para producir los efectos
motivacionales que tiene el salsolinol ni para su accion promotora del
consumo de alcohol.
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Erisodina y dihidro-beta-eritroidina (DhBE), alcaloides extraidos de plantas
del genero erythrina, son antagonistas competitivos de los receptores
nicotinicos a4p2 los que se unen al sitio de unién de acetilcolina y nicotina
con una alta afinidad (Ki 5 y 35 nM respectivamente). Estructuralmente
poseen un sistema de cuatro anillos, difiiendo en el anillo D ya que
Erisodina tiene un anillo aromatico (del tipo catecol) y DhBE tiene un
heterociclo (Tetrahidro-piran-2-ona). Ambos tienen un nitrégeno
protonable entre los anillos B y C. Erisodina puede interactuar con los
transportadores de monoaminas (MATs), ya que tanto las feniletilaminas
como los antidepresivos triciclicos, ambas familias inhibidores de los MATs,
poseen un anillos aromatico y un nitrégeno protonable, lo cual establece
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una estructura farmacoférica de interacciéon con los MATs (transportador
de Serotonina (SERT), transportador de Dopamina (DAT) y transportador de
Norepinefrina (NET)). Mientras que DhBE carece de esta propiedad
estructural. Para someter a prueba esta hipétesis ensayos de competencia
con radioligandos y de inhibicion de recaptacion de monoaminas en
sinaptosomas de cerebro de rata fueron realizados con respecto a los MATs.
De esta manera se determind que Erisodina se une preferentemente a SERT
(Ki = 7,76 uM) versus DAT y NET (Ki 483,9 uM y 1986 uM respectivamente) y
presenta un bloqueo para SERT y DAT. En el caso de DhBE se observo que se
une a NET con una Ki = 1519 pM. Estos resultados nos llevan a proponer un
segundo mecanismo de accion de estos antagonistas, especialmente
Erisodina como posibles agentes antidepresivos.
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033. EFECTO ANSIOGENICO DE PROBIOTICOS, PREBIOTICOS Y
SIMBIOTICOS EN RATAS JUVENILES SANAS (Anxiogenic effect of probiotics,
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Se ha demostrado que la intervencidn de la microbiota intestinal mediante
el uso de probidticos y prebidticos afecta la conducta de animales y
voluntarios adultos sanos. Sin embargo, este fendmeno no ha sidoestudiado
en individuos jovenes. En este trabajo se evalué en ratas macho Sprague-
Dawley juveniles (P35) sanas si una intervencion alimentaria con una
bacteria potencialmente probidtica (Lactobacillus casei L54-2-33,
10*ufc/ml), un prebidtico (inulina, 16 mg/ml) y simbiético (la mezcla de pro
y prebidtico), administrados en el agua de bebida por 14 dias, afectan las
conductas similares a la ansiedad. Estas conductas se evaluaron en la
prueba de campo abierto (CA). Adicionalmente se determinaron niveles
plasmaticos de corticosterona (CORT) para evaluar si los cambios
conductuales dependen de la activacion del eje hipotalamo-pituitaria-
suprarrenal (HPS). En la prueba de CA los animales alimentados con L. casei
L54-2-33, inulina y simbidtico permanecieron menos tiempo explorando la
zona central con respecto a ratas control, sugiriendo un efecto ansiogénico
de los suplementos. No se observaron diferencias en los niveles plasmaticos
de CORTentre los distintos grupos experimentales. Los resultados
demuestran que intervenciones en la microbiota intestinal con L. casei L54-
2-33, inulina y simbidtico generan efectos que aumentan las conductas
similares a la ansiedad en animales juveniles sanos. Ademas, estoscambios
conductuales son independientes de la activacion del eje HPS. En conjunto,
estos resultados sugieren que este tipo de intervenciones no
necesariamente mejora el bienestar de los animales en etapas tempranas
de la vida.
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034. LA EXPOSICION NEONATAL A DIHIDROTESTOSTERONA AFECTA A
LARGO PLAZO AREAS DOPAMINERGICAS CEREBRALES INVOLUCRADAS EN
MOTIVACION Y LOCOMOCION (The neonatal exposure to
dihydrotestosterone affects long term dopaminergic brain areas involved in
motivation and locomotion).

Riquelme, R.l; Espinosa, P.l; Silva, R.l; Sanguinetti, N.l; Gonziélez, L.F.l; Cruz,
G.Z; Renard, G.M.l; Sotomayor-Zarate, R

Laboratorio de Neuroquimica y Neurofarmacologia, ’Laboratorio de
Alteraciones Reproductivas y Metabdlicas, CNPC, Instituto de Fisiologia,
Facultad de Ciencias, Universidad de Valparaiso, Valparaiso, Chile. 3Nucleo
Milenio Estrés y Adiccion (NEDA), Pontificia Universidad Catdlica de Chile,
Santiago, Chile (raul oh@hotmail.com).

El concepto de programming fue definido como la redireccion fisioldgica de
un drgano o tejido por un estimulo o insulto precoz en un periodo sensible
del desarrollo. En este contexto, el propdsito de este trabajo fue determinar
los cambios a largo plazo inducidos por la administracion neonatal de
dihidrotestosterona (DHT: un andrégeno no aromatizable), sobre neuronas
dopaminérgicas y la conducta inducida por anfetamina al dia posnatal 60
(PND60). En este trabajo se utilizaron ratas Sprague-Dawley de ambos sexos
las cuales recibieron al PND1 DHT (1mg/50uL s.c.) y aceite de maiz (50pL
s.c.). Al PND60, se realizaron experimentos de microdialisis cerebral in vivo
para estudiar la liberacién de dopamina (DA) en el Nucleo-Accumbens
(NAcc) en condiciones basal y estimulada (anfetamina 10 pM, anfetamina
sistémica 1 mg/Kg i.p. y K intra-NAcc 70 mM), a través de HPLC-Deteccidn
Electroquimica. Para los experimentos conductuales, se midié la actividad
locomotora basal y estimulada por anfetamina, a través del andlisis de video
grabaciones por el programa ANY-MAZE. Estos resultados muestran que la
administracion neonatal de DHT, produce una disminucidn en la liberacion
de DA inducida por anfetamina sistémica en ratas hembras al PND60. Con
respecto a la conducta, la actividad locomotora acumulativa basal aumenté
significativamente al PND60 en ratas hembras y machos tratadas con DHT al
PND1. Este trabajo demuestra que la exposicion a DHT durante las primeras
horas de vida, produce cambios a largo plazo que afectan areas cerebrales
involucradas en recompensa y movimiento. Ademas, estos resultados
podrian dar cuenta de una condiciéon de hiperlocomocion similar a la
observada en el trastorno de déficit atencional.
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alcohol-preferring P rats).

Rivera-Meza, M., Deehan, G.A.Z; Hauser, S.R‘z; Quintanilla, M.E.l; Herrera-
Marschitz, M.l'a; Israel, Y.l; Rodd, ZAZ
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El etanol es transformado en el cerebro por la catalasa a acetaldehido. El
acetaldehido generado puede ser metabolizado a acetato por la ALDH2 o
condensar con dopamina para formar los isémeros salsolinol e isosalsolinol.
Estudios in vivo con una fuente comercial de salsolinol (85% salsolinol, 15%
isosalsolinol) han  mostrado que ratas se auto-administran
intracranealmente esta mezcla en el area tegmental ventral posterior
(pVTA). Por lo tanto, se ha sugerido que los efectos reforzantes del etanol
estarian mediados por el salsolinol o el isosalsolinol. Sin embargo, no se
sabe cual de los dos isdmeros es el responsable de esta accidn. El objetivo
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de este trabajo fue comparar en ratas de bebedoras P la auto-
administracion intracraneal en el pVTA de salsolinol puro y de una mezcla
salsolinol/isosalsolinol. Para ello, ratas P fueron implantadas con una guia-
canula en el pVTA. Utilizando cajas de Skinner equipadas con una palanca
activa y otra inactiva, se realizaron 4 sesiones de 4 horas en las cuales la
presion de la palanca activa resulté en la administracidn intracraneal de 100
nL del compuesto estudiado (0,1 pM). La presidn de la palanca inactiva no
generd respuesta. Los resultados mostraron que tanto el salsolinol puro
como la mezcla salsolinol/isosalsolinol fueron auto-administrados
intracranealmente por los animales. Sin embargo, los animales que
recibieron salsolinol puro presentaron un menor nimero de presiones de la
palanca inactiva comparados con los animales que recibieron la mezcla de
isomeros. Estos resultados sugieren que el isosalsolinol no estaria
involucrado en los efectos reforzantes generados por la mezcla
salsolinol/isosalsolinol.
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036. EFECTOS AGUDOS DEL ISOMERO t10-c12 DEL ACIDO LINOLEICO
CONJUGADO Y DEL PEPTIDO SsCEI4 SOBRE LA POTENCIACION DE LARGA
DURACION EN SINAPSIS GLUTAMATERGICAS DE HIPOCAMPO DE RATA
(Acute effects of t10-c12 conjugated-linoleic acid and SsCEI4 peptide on
long-term potentiation at glutamatergic synapses of the rat hippocampus).
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Resultados preliminares de nuestro laboratorio indican que la enzima
acilpéptido hidrolasa (ACPH) es un interesante blanco de accion
farmacoldgico para la potenciacion cognitiva. Hemos visto que la inhibicion
de esta enzima por el compuesto érganofosforado diclorvos se relaciona
con un aumento de la potenciacion de larga duracién (LTP) en animales
jovenes. Recientemente hemos establecido una colaboracion con
investigadores del IBBR en Italia quienes se encuentran trabajando con
inhibidores de la ACPH con fines anti-tumorales. Dos de estos inhibidores,
el isémero t10-c12 del acido linoleico conjugado (t10-c12 CLA) y el péptido
sintético SsCEI4 (TILAEIKNINAD), son altamente eficaces en inhibir a la ACPH
y se ha reportado en ensayos in vitro que tras 20 min de incubacién pueden
inhibir en un 43% y en un 100% a la ACPH, respectivamente. =~ Hemos
incubado rebanadas de hipocampo de ratas macho de la cepa Sprague-
Dawley de entre 1y 3 meses de edad con t10-c12 CLA 120 uM por 20 miny
hemos obtenido un aumento significativo de la LTP de un 32% en
comparacidén con las rebanadas control. En estos momentos estamos
realizando experimentos con SsCEl4 50 uM aplicado durante 20 min de
incubacidn, obteniéndose resultados similares a los observados con t10-c12
CLA. Estos resultados indican que estos inhibidores de la ACPH podrian ser
considerados como farmacos para la potenciacidn cognitiva.
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037. INHIBICION DE LA POTENCIACION INDUCIDA POR ETANOL DEL
RECEPTOR DE GLICINA POR MOLECULAS PEQUENAS QUE SE UNEN A GBy
(Inhibition of the Ethanol-induced Potentiation of Glycine Receptor by Small
Molecules That Bind to GBy).
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El receptor de glicina o es critico para la neurotransmision inhibitoria en el
tronco encefélico y la medula espinal, y posiblemente asociado a la
reduccion en la coordinaciéon motora y ritmo respiratorio durante una
intoxicacién aguda por etanol, debido a que su actividad esta potenciada
por este alcohol a través del dimero GPBy. Se ha generado previamente en
nuestro laboratorio un péptido (RQHc7) que interfiere con la interaccion
GBy-GIyR y consecuentemente, con la modulacién por etanol del GlyR. La
region que se propone como sitio de unién a RQHc7 en GPy fue utilizado
para realizar un screening virtual que nos permitié identificar moléculas
pequefias capaces de unirse a este sitio. Usando ensayos electrofisioldgicos,
se encontré que dos moléculas intracelularmente aplicadas fueron capaces
de reducir la potenciacion por etanol del GlyRa,;. Usando 100 mM de etanol,
M554 (200 pM) inhibid la potenciacién por etanol desde un 48 + 3% a un 30
+ 2%, mientras que M890 (200 uM) disminuyé la potenciacién por etanol a
un 26 + 3%. De forma interesante, la potenciacién de la constante de
tiempo de decaimiento inducido por 100 mM de etanol en neuronas de la
médula espinal fue inhibida en presencia de estas moléculas. Estos
resultados indican que pequefias moléculas tienen efectos tanto en las
corrientes evocadas como en corrientes sindpticas en un modelo de
potenciacion por etanol. Estas aproximaciones nos proporcionaran
informacion que puede ayudar en el disefio de moléculas terapéuticas utiles
en el tratamiento de la intoxicacidn aguda por alcohol.
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038. LA ADMINISTRACION NEONATAL DE ESTRADIOL VALERATO
AUMENTA LA EXPRESION DEL mRNA DE TIROSINA HIDROXILASA EN
NEURONAS DOPAMINERGICAS MESOLIMBICAS Y NIGROESTRIATALES DE
LA RATA MACHO ADULTA (Neonatal administration of estradiol valerate
increases the expression of tyrosine hydroxylase mRNA in mesolimbic and
nigrostriatal dopaminergic neurons of the adult male rat).
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Se ha demostrado que la exposicién a hormonas sexuales produce cambios
funcionales a largo plazo en tejidos reproductivos y no reproductivos. Por
ejemplo, hemos observado que la administracién neonatal a Estradiol
Valerato (EV) aumenta el contenido de dopamina (DA) en Sustancia Nigra
(SN)-Area Tegmental Ventral (VTA) de ratas hembras adultas. En machos,
también hemos observado que la administracion al dia postnatal 1 (PND1)
de EV o Testosterona-Propionato (TP) aumenta el contenido de DA en SN-
VTA.

El objetivo de este trabajo fue estudiar si este aumento del contenido de DA
en SN y VTA se relaciona con un aumento en los niveles de expresion del
mRNA de Tirosina Hidroxilasa (TH), enzima limitante de la sintesis de
catecolaminas. Para esto se utilizaron ratas Sprague-Dawley machos a los
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que se les inyecté al PND1 TP (1mg/50uL s.c.), EV (0,1mg/50uL s.c.),
Dihidrotestosterona (DHT) (1mg/50uL s.c.) y aceite de maiz (50uL s.c.). Al
PND60 se microdisecté SN y VTA determinandose los niveles de expresion
de mRNA de TH, Transportador de DA (DAT) y 18s a través de RT-Q-PCR.

Los resultados muestran que la exposicion neonatal a EV aumenta la
expresion del mRNA de TH en SN-VTA de ratas machos adultas. Mientras
que la expresion del mRNA de DAT sélo disminuyd en SN. Por otro lado, la
administracion neonatal a TP aumento la expresion del mRNA de TH en SN.
Nuestros resultados muestran que el efecto de TP sobre la expresion del
mRNA de TH podria ser debido a una aromatizacion a estradiol, ya que la
expresion del mRNA de TH y DAT no cambia con la administracion neonatal
a DHT.
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039. ESTUDIO DE VARIACIONES EN EXPRESION Y LOCALIZACION DE LAS
PROTEINAS FE65, P2X Y APP EN REBANADAS DE HIPOCAMPO DE RATON
PRETRATADAS CON PEPTIDO B-AMILOIDE (Study of variations in expression
and location of proteins FE65, P2X and APP in hippocampal mouse slices
pretreated with B-amyloid peptide).
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La enfermedad de Alzheimer es un desorden neurodegenerativo crdnico,
que se caracteriza por presentar dafio en regiones como el hipocampo y
corteza atribuidos a la presencia de agregados extra-neuronales de péptido
B amiloide (SO-AB), generado a partir de la Proteina Precursora del Amiloide
(APP). Se ha descrito que Fe65 se puede unir indistintamente a receptores
purinérgicos P2X y a APP; Y que variaciones en los niveles de proteina Fe65
aumentan el procesamiento proteolitico de APP, generando mas péptido
AB. En este trabajo, estudiamos los efectos del pre-tratamiento de
rebanadas de hipocampo de ratdn con SO-AB, en la expresion y localizacion
de la proteina Fe65, y en su interaccion con APP y P2X. Se utilizaron
rebanadas de cerebro de ratén de 21 dias y de 4 meses de edad, que fueron
tratadas con SO-AB (0,5 uM) en forma aguda (1h) y sub-crénica (5h), para
evaluar las variaciones en expresion y localizacion de Fe65, APP y P2X
mediante Western Blot e Inmunofluorescencia. En cuanto a los estudios de
colocalizacion de Fe65 y P2X2, se observaron indices de colocalizaciéon de
0.6178 y 0.7692 (Coef. de Pearson) y 0.814 y 0.8886 (Coef. de Manders) en
GD y CA1 respectivamente, que sugieren que ambas proteinas co-localizan
en condiciones basales; mientras que en rebanadas pre-tratadas con
péptido AP, los resultados mostraron variaciones dependientes del
protocolo de tratamiento. Nuestros resultados sugieren que la interaccion
de P2X y Fe65, puede condicionar la toxicidad de SO-AB en neuronas de
hipocampo.
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040. LA INHIBICION DE LA ENZIMA ACIL-PEPTIDO-HIDROLASA ALTERA LA
FUNCION VASCULAR CEREBRAL Y LOS NIVELES DE BETA AMILOIDE (Acyl-
paptide hydrolase inhibition alters caerebral-vascular function and amyloid-
beta levels).
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La acumulacién de beta amiloide (Abeta) 1-42 en cerebro es una
caracteristica de la enfermedad de Alzheimer (EA). Una acumulacién de
Abeta 1-40 en la vasculatura encefalica promueve la angiopatia amiloidea
cerebral (AAC). Asi, los mecanismos de degradacion de Abeta permitirian
prevenir la progresion de la enfermedad. Las proteasas de Abeta mas
estudiadas (p. ej neprilisina) poseen otros sustratos, asi que la acetil-
péptido-hidrolasa (ACPH), capaz de degradar Abeta 1-40 adquiere
relevancia. Es importante determinar si la inhibicion de esta enzima altera la
cantidad de Abeta en el cerebro y vasculatura. Hipdtesis: la inhibicion de
ACPH produciria un aumento de Abeta 1-40, produciendo alteraciones
fisiopatoldgicas cerebrales y vasculares caracteristicas de la EA. Se usaron
técnicas bioquimicas y electrofisioldgicas, usando ratas jovenes (1 mes),
adultas (4-6 meses) y adultas mayores (11 meses) inyectadas con DDVP, un
inhibidor de la ACPH. Los datos obtenidos se analizaron y se calculd la
significancia estadistica. Resultados: la inhibicion de ACPH aumenta los
niveles de Abeta 1-40 sinapticos y disminuye Abeta 1-42. La actividad de
neprilisina aumenta en sinapsis de ratas inyectadas. La inhibiciéon de ACPH
disminuye la contractibilidad vascular cerebral dependiente de 5-HT en
ratas adultas mayores, pero no en ratas jovenes o adultas, disminuye la
contractibilidad dependiente de FE a todas las edades, aumenta la
capacidad vasodilatadora en ratas jovenes y disminuye la afinidad por ACh
en adultas mayores. Conclusion: La inhibicién especifica de ACPH
aumentaria los niveles de Abeta 1-40, produciendo alteraciones vasculares
cerebrales que favorecerian las alteraciones fisiopatoldgicas de la EAy AAC.
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041. ESTABILIZACION DE PROANTOCIANIDINAS DE UVA EN
NANOPARTICULAS DE ACIDO POLI-LACTICO (Estabilization of grapes
proanthocyanidins on polylactic acid nanoparticles).
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Las proantiocianidinas (PAs) extraidas desde la piel y semilla de las uvas,
tienen un efecto inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina (ECA),
enzima clave en la regulacion de la presion sanguinea, lo que les confiere un
potencial uso farmacoldgico. Las PAs son inestables en el tracto digestivo y
deben ser estabilizadas para su administracion via oral, lo cual puede ser
logrado mediante la nanoencapsulacion. El objetivo de este trabajo fue
nanoencapsular extractos de semilla de uvas enriquecidos en PAs con un
polimero biocompatible y biodegradable (acido poli-lactico, (PLA)),
mediante el método emulsion-evaporacion, evaluando la influencia de tres
factores: tiempo de sonicacion (30[s] a 360[s]) para la formacién de la
emulsidn, carga del extracto (5% a 20%) y concentracion del agente
estabilizante (PVA: 1% a 3%), mediante un disefio experimental de Box-
Behnken. Se requiere encontrar las condiciones 6ptimas que permitan
obtener: mayor eficiencia de encapsulacion, menor tamafio y mayor
estabilidad. Los resultados mostraron que el tamafio de las particulas
estuvo en el rango de 307 [nm] y 634 [nm] y con concentraciones menores a
1% de PVA no hubo formacién de nanoparticulas. Las condiciones dptimas
que permitieron la mayor eficiencia de encapsulacién (de un 80%), con un
adecuado tamafio de particula (384 [nm]) y un potencial zeta dentro del
rango de estabilidad (-20,8 [Mv]), fueron las siguientes: 360 [s] en el tiempo
de sonicacidn, 12.5% de carga del extracto y un 3% en la concentracion de
PVA.
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042. ACTIVIDAD DE EXTRACTOS DE RESIDUOS DE CITRUS AURANTIFOLIA
ECOTIPO PICA (LIMf)N DE PICA), OBTENIDOS POR ULTRASONIDO, SOBRE
LAS ENZIMAS RELACIONADAS CON EL METABOLISMO DE LOS GLUCIDOS
(Activity of extracts of by-products of Citrus aurantifolia ecotype Pica (lime
of Pica) on the enzymes involved in the metabolism of carbohydrates).
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La diabetes es una enfermedad metabdlica crénica que va en progresivo
aumento, he aqui la importancia de buscar otras alternativas de
tratamiento. El presente estudio consistié en una caracterizacion quimica de
los metabolitos secundarios de polifenoles presentes en extractos
hidroalcohdlicos de cédscara de Citrus aurantifolia ecotipo Pica, obtenidos
por extraccion asistida por ultasonido mediante un disefio experimental
Box-Behnken 42, la interaccién de éstos con alfa amilasa y alfa glucosidasa y
su capacidad antioxidante. La identificacion de los metabolitos secundarios
se realizé mediante CLAE-DAD. La actividad antihiperglucemiante fue
determinada por el ensayo de inhibicidn de alfa-amilasa y alfa-glicosidasa y
la capacidad antioxidante a través del ensayo de DPPH. En los extractos
hidroetandlicos se cuantificaron hesperidina, flavl y flav2. Mediante una
curva de calibracion para hesperidina se cuantificaron los distintos
metabolitos (hesperidina: 14,18-8,46 mg/g de extracto seco; flavl: 9,35-
7,56 mg/g de extracto seco y flav2: 14,34-10,49 mg/g de extracto seco,
siendo estos ultimos expresados como equivalentes de hesperidina).
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Los extractos hidroetandlicos presentaron efecto inhibitorio sobre la enzima
alfa-amilasa (65, 50 y 55% a concentraciones de 0,0125; 0,025 y 0,1 mg/ml,
respectivamente), mientras que para alfa-glicosidasa las inhibiciones fueron
de 62, 79 y 90% a concentraciones de 0,8; 1,6 y 3,2 mg/ml,
respectivamente. Por lo tanto, los extractos hidroetandlicos de cdscara de
Citrus aurantifolia ecotipo Pica presentaron capacidad antioxidante e
inhibitoria de alfa amilasa y alfa glicosidasa, los que podrian ser
involucrados en futuros estudios para la utilizacion de estos residuos como
nutracéuticos, para el co-tratamiento de la diabetes tipo 2.
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043. OBTENCION DE ACEITE A PARTIR DE SEMILLAS DE CITRUS
AURANTIFOLIA (CHRISTM.) SWINGLE Y CITRUS SINENSIS (L.) OSBECK
COMO FUENTES POTENCIALES DE COMPUESTOS ANTIOXIDANTES
(Obtaining oil from Citrus aurantifolia (Christm.) Swingle and Citrus sinensis
(L.) Osbeck seeds as potential sources of antioxidant compounds).
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Las semillas de distintos frutos siempre han sido consideradas como
productos residuales que carecen de valor comercial. En este trabajo, se
demuestra la presencia de dacidos grasos insaturados y compuestos
antioxidantes en el aceite de semillas de Citrus aurantifolia (Christm.)
Swingle y Citrus sinensis (L.) Osbeck, limén de Pica y naranja dulce,
respectivamente. El aceite fue extraido a través de la extraccidn
convencional con hexano, por Soxhlet y extraccion asistida por ultrasonido.
Se caracterizé el perfil de acidos grasos de ambas muestras mediante
cromatografia gaseosa acoplada a detector de ionizacién por llama,
determinando la presencia de 4&cidos grasos insaturados (>50% de
rendimiento para ambos métodos de extraccion y ambas especies),
principalmente los &cidos oleico y linoleico. A su vez, se demostrd la
presencia de tocoferoles, principalmente en su isoforma a, a través de la
técnica de cromatografia liquida de alta eficiencia. Estos compuestos han
demostrado tener la capacidad de inhibir el estrés oxidativo celular, gracias
a su actividad como antioxidante. Para demostrar esta actividad, los aceites
extraidos fueron sometidos a la prueba de decoloracién del radical 2,2-
difenil-1-picrilhidracilo, teniendo mayor capacidad antioxidante el aceite
obtenido de las semillas del limén de Pica en comparacion con la naranja
dulce. En este trabajo se demuestra que el aceite extraido de las semillas de
limén de Pica y naranja dulce exhiben capacidad antioxidante, gracias a la
presencia de acidos grasos insaturados y tocoferoles, otorgando un valor
agregado a estos residuos y convirtiéndolos en una fuente potencial de
sustancias bioactivas con actividad farmacoldgica.
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044. ACTIVIDAD SOBRE EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL DEL EXTRACTO
ACUOSO DE LA ESPECIE SENECIO ERIOPHYTON REMY (Activity on the
central nervous system of aqueous extract from Senecio eriophyton Remy).
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En el presente estudio se realiz6 la obtencién de distintos extractos de la
especie Senecio eriophyton mediante las técnicas de infusidn (extracto
acuoso) y maceracion en frio (extracto etandlico y diclorometanico). A los
extractos se les determind cualitativamente la presencia de alcaloides y
flavonoides mediante cromatografia en capa fina. Se observd que el
extracto etandlico y diclorometanico poseian alcaloides (posiblemente
pirrolizidinicos), y no asi en el extracto acuoso, en el que predominaron los
flavonoides. Debido a esto, se selecciond al extracto acuoso y se realizaron
modelos experimentales in vivo para comprobar su efecto sobre el sistema
nervioso central. El extracto fue administrado por via oral (de forma aguda).
Para determinar la actividad locomotora se utilizé el modelo de campo
abierto, para el efecto ansiolitico se utilizaron los modelos de placa
perforada y laberinto en cruz elevada y el modelo de nado forzado fue
utilizado para la depresion. Los resultados revelaron que a dosis de 500
mg/kg p.c. la infusidn causé un aumento significativo en la actividad motora
y exploratoria de los animales frente al grupo control, y también aument? la
entrada y tiempo en los brazos abiertos en el laberinto en cruz elevada. En
el ensayo de nado forzado, el extracto (1000 mg/kg p.c.) fue tan eficaz como
la imipramina (10 mg/kg p.c.) en la reduccién de la inmovilidad, aumento en
la natacién y en los intentos de escapes. Estos resultados sugieren que
algunos de los componentes del extracto acuoso de S. eriophyton, tales
como los flavonoides entre otros, pueden tener propiedades ansioliticas y
antidepresivas sin causar sedacion.
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SUBCRONICO (Behavioral effects of Melissa officinalis and Rosmarinus

officinalis in a model of depression induced by subchronic stress).
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Melissa officinalis y Rosmarinus officinalis, dos plantas que pertenecen a la
familia Lamiaceae, han sido usadas ampliamente en la medicina folclérica
en muchas patologias, incluyendo trastornos psiquidtricos tan comunes
como la depresion. Por otra parte, en animales de experimentacion se han
observado cambios estructurales a nivel cerebral cuando son sometidos a
estrés cronico utilizando un modelo por restriccion de movimiento, junto a
manifestaciones conductuales similares a la que se producen en pacientes
con depresion. En este estudio se evaluaron los efectos tipo antidepresivos
de la administracion subcrénica durante 10 dias de extractos
hidroalcohdlicos de Melissa officinalis y Rosmarinus officinalis utilizando el
test de nado forzado en ratas Sprague Dawley. Los animales sometidos a
restriccion de movimiento tuvieron un aumento en la inmovilidad
comparados con los animales sin restriccion de movimiento, lo que
evidencia una conducta depresiva, efecto que se vio significativamente
disminuido, en forma dosis dependiente, cuando se administraron los
extractos de M. officinalis y R. officinalis, durante los 10 dias de restriccion
de movimiento, favoreciéndose la conducta de natacién, no asi el
escalamiento. Los resultados sugieren un efecto preventivo tipo
antidepresivo similar al que se observa con Fluoxetina. Nota: Este trabajo es
parte de la Tesis de Magister en Farmacologia de la expositora.
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046. ANALISIS CROMATOGRAFICO Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE
METABOLITOS SECUNDARIOS DE INTERES FARMACOLOGICO PRESENTES
EN EXTRACTOS DE PERICARPIO DE Citrus x sinensis ECOTIPO PICA.
(Cromatographic analysis and antioxidant activity of pharmacological
interest secondary metabolites present in extracts from the pericarp of
Citrus x sinensis ecotype Pica).

Gutiérrez, N.; Goity, L.; Garrido, G.

Departamento de Ciencias Farmacéuticas, Universidad Catdlica del Norte,
Chile (nicole.hidalgof@gmail.com).

Citrus x sinensis (naranja dulce) ecotipo Pica es una especie que crece en el
oasis de Pica, sometida a condiciones extremas de temperatura, escasez de
agua y a una alta radiacidn ultravioleta. En la medicina tradicional, se utiliza
esta especie para tratar afecciones inflamatorias, cardiovasculares, entre
otras, donde todas tienen como componente comun el estrés oxidativo. En
este trabajo, y dado que el pericarpio es el principal producto de desecho en
el proceso de produccion de jugos y preparados alimenticios, se selecciono,
secd y pulverizé el material vegetal, para llevar a cabo una extracciéon con
etanol, mediante maceracion hasta agotamiento. Los extractos obtenidos
fueron analizados por medio de cromatografia liquida de alta eficiencia
acoplada a un detector con arreglo de fotodiodos. Con la ayuda de un
patron primario para hesperidina se logré la caracterizacion y cuantificacion
de ésta, asi como la capacidad antioxidante mediante la inhibicion de la
decoloracion del radical DPPH. Este trabajo demuestra la presencia de
hesperidina como metabolito mayoritario, asi como la capacidad
antioxidante de los extractos etandlicos de Citrus x sinensis que crecen en
Pica, contribuyendo asi a la validacion del uso y al potencial desarrollo
farmacoldgico de la especie.
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047. INHIBICION DUAL DE UREASA Y ANHIDRASA CARBONICA COMO
ESTRATEGIA PARA LIMITAR LA CAPACIDAD DE COLONIZACION DE
HELICOBACTER PYLORI POR PARTE DE PROCIANIDINAS NATURALES Y SUS
DERIVADOS SEMI-SINTETICOS (Dual-inhibition of urease and carbonic
anhydrase as strategy to limit Helicobacter pylori colonization by natural
and semi-synthetic procyanidins derivatives).

Parada, V.l; Garcia,A.z; Avello, M. 1; Pastene, E}
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La infeccidén por Helicobacter pylori (H. pylori) se asocia a enfermedades
como la ulcera duodenal y gastritis. Ademas, el 90% de los casos reportados
de cdéncer géstrico poseen un historial de infeccién por H. pylori. El
tratamiento de la infeccion con H. pylori es una combinacion de
antibidticos, lo que se asocia con importantes efectos adversos, ademas de
una eficacia variable y seleccion de resistencia. En el presente estudio se
evalud proantocianidinas (PACs) presentes en ciertas plantas y alimentos
(boldo, palta, manzana, etc) con capacidad para prevenir la infeccién. El
objetivo del presente trabajo fue determinar el efecto de dichos polifenoles
naturales sobre la viabilidad de H. pylori, actividad ureésica, actividad de
anhidrasa carbdnica y mecanismos de adhesion a células de
adenocarcinoma géstrico (AGS). Ademas, a partir de las PACs se prepard
varios derivados semisintéticos mediante ataque nucleofilico con diferentes
agentes (florglucinol, cisteamina, toluen-a-tiol, etc). Si bien las PACs aisladas
del boldo, la palta y la manzana fueron eficaces inhibiendo la ureasa y la
adhesion de H. pylori en células AGS, sus derivados semisintéticos fueron
ineficaces. Interesantemente, dichos derivados fueron capaces de inhibir al
anhidrasa carbodnica y disminuir significativamente el proceso inflamatorio
(IL-8, produccién de ROS) determinados por ELISA e imagen molecular. Asi,
este hallazgo sugiere que la utilizacion de este nuevo tipo de compuestos
dificultaria la capacidad de H. pylori de resistir la acidez del estomago, y por
lo tanto de infectar la mucosa gastrica. Su combinacién serviria como
coadyuvante del tratamiento y prevencion de la infeccion.
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048. FENOLES Y FLAVONOIDES DE UTILIDAD FARMACOLOGICA,
OBTENIDOS MEDIANTE ULTRASONIDO, A PARTIR DE RESIDUOS DEL FRUTO
DE CITRUS x SINENSIS (L) OSBECK CULTIVADO EN EL OASIS DE PICA
(Extraction and quantification of phenols and flavonoids by mean of
ultrasound, from by-products of Citrus sinensis (L) Osbeck fruit cultivated in
Pica oasis).
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Debido al interés por la capacidad antioxidante de distintas fuentes
vegetales, en este trabajo se determind la cantidad de polifenoles presente
en los extractos de residuos del fruto Citrus x sinensis (L) Osbeck ecotipo
Pica (naranja de Pica), lo cual estd estrechamente relacionado con la
actividad que presentan extractos de esta especie, en otras partes del
mundo. Mediante la extracciéon asistida por ultrasonido se obtuvieron
extractos a partir de cascara de C. sinensis, mediante un disefio
experimental Box-Behnken 4%, Las variables involucradas fueron: potencia
(20,60 y 100 W), dilucién (3,3; 5y 10%, p/v), tiempo (20, 40 y 60 min) y
disolvente (disolucién hidroalcohdlica al 20, 50 y 80%). Como variables
independientes se determinaron: rendimiento, contenido de fenoles (Folin -
Ciocalteu) y flavonoides (método colorimétrico de cloruro de aluminio)
totales. Los extractos hidroetandlicos fueron los que obtuvieron mayor
rendimiento (29,2-40,2%), mayor cantidad de fenoles totales (7,9-9,3 g
equivalentes de acido gélico/100 g de extracto seco) y de flavonoides

Rev. Farmacol. Chile (2014) 7(2)

totales (> 4,5 g equivalentes de quercetina/100g de extracto seco). Estos
resultados demuestran la eficiencia en el uso de técnicas de extraccién no
convencionales con las que se obtienen mayores rendimientos y
compuestos con alto potencial farmacolégico. Ademas, reflejan la
importancia que pudieran tener los residuos de frutos citricos, que se
producen en el norte del pais, y que podrian convertirse en una materia
prima util en la obtencidon de alimentos funcionales, nutracéuticos o
fitofarmacos.
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049. IDENTIFICACION DE CINCO CLASES DE TOXINAS DESDE LA GLANDULA
VENENOSA DE LA SERPIENTE CHILENA PHILODRYAS CHAMISSONIS CON
INTERES BIOMEDICO (Identification of five classes of toxins from the venom
gland of Chilean snake Philodryas chamissonis with biomedical interest).
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La serpiente de cola larga (Philodryas chamissonis) es una de las cinco
especies presentes en Chile continental. Es la principal responsable de los
accidentes ofidicos en nuestro pais. Su mordedura produce dolor intenso,
sangrado por pocos minutos, inflamacion y en algunos casos
linfoadenopatias. Sin embargo, la identidad molecular de los componentes
de las secreciones venenosas son completamente desconocidas. Después
de 55 afios del tnico reporte que demostrd las actividades anti-coagulantes
y proteoliticas de la glandula venenosa de esta serpiente, nosotros
identificamos los primeros genes codificantes de toxinas que podrian estar
involucrados en estos efectos. Mediante la extraccion de RNA de la glandula
venenosa y posterior RACE-PCR, fragmentos de cDNA fueron clonados
usando el vector pCR2.1-TOPO y células E.coli-Top-1 competentes. Desde la
secuenciacion de los plasmidos recombinantes, fueron obtenidas las
secuencias completas de cinco clases de toxinas: Metalloproteasa y
Serinproteasas de Veneno de Serpiente (SVMP y SVSP), proteina secretoria
rica en cisteinas (Crisp), proteinas similares a lectinas tipo-C (CLP) y péptido
natriuretico (NP). Mediante un analisis filogenético, la evolucion de estas
toxinas fue analizada, demostrando que estan relacionadas a proteinas
fisioldgicas involucradas con la interaccion con proteinas de matriz, sintesis
de factores de crecimiento, reproduccidon, hemostasis y control de la
presion arterial en mamiferos. Ademas, la identificacion de dominios
bioldgicamente importantes y la prediccion de su estructura tridimensional
fueron obtenidas. En conclusidn, reportamos las primeras cinco clases de
toxinas para una serpiente chilena con interés biomédico, ofreciendo una
oportunidad para el desarrollo de potenciales farmacos anti-coagulantes,
anti-hipertensivos y anti-tumorales.
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050. EFECTO PROTECTOR DE PROANTOCIANIDINAS SOBRE LA TOXICIDAD
INDUCIDA POR P-CRESOL EN CELULAS COLONICAS HUMANAS (Protective
effect of pronanthocyanidin against toxicity induced by p-cresol in human
colonic cells).
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Las proteinas dietarias no digeridas en el intestino son metabolizadas por la
microbiota, generando metabolitos perjudiciales, como el p-cresol, que esta
asociado al desarrollo de ciertas enfermedades intestinales. Las
proantocianidinas (PACs) son oligdmeros de flavan3-oles, presentes en
frutas, escasamente absorbidas por lo que se acumulan en el colon. Su
consumo se asocia a efectos positivos sobre la salud. En este trabajo se
determind el efecto toxico del p-cresol en células coldnicas humanas y el
potencial efecto protector de PACs sobre éste. En células HT-29 se
determind la viabilidad celular (MTS), ATP intracelular e integridad de la
membrana plasmatica (LDH). La funcidn de barrera se analizé en monocapas
de células Caco-2, midiendo la resistencia Trans-epitelial (TEER) y el
transporte de Dextran-Fitc (FD-4). Luego de 72 h de incubacion, 3.2 mM de
p-cresol disminuye los niveles de ATP y aumenta la liberacion de LDH en un
25 y 43% en células HT-29, respectivamente. Con 48 h de incubacion, p-
cresol disminuye en un 25% la capacidad de las células para reducir MTS. A
una concentracion de 1.6 mM, p-cresol disminuye la TEER en un 78% y
aumenta 10 veces el transporte de FD-4, respecto al control, luego de 1y 24
h de incubacion con monocapas de Caco-2, respectivamente. Pre-
tratamiento por 48 h con 50 ug/mL de PAC de uva protege completamente
la disminucién de la TEER inducida por p-cresol. Los resultados muestran
que el p-cresol presenta efectos perjudiciales sobre células coldnicas, efecto
que puede ser contrarrestado por consumo de PACs de uva.
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051. ACCION DE FRAGARIA CHILOENSIS SPP. CHILOENSIS FRENTE AL DANO
HEPATICO INDUCIDO POR LPS: NORMALIZACION DEL POTENCIAL
ANTIOXIDANTE Y DE LA RESPUESTA ANTI-INFLAMATORIA (Action of
Fragaria chiloensis spp. Chiloensis against liver injury induced by LPS: return
to the antioxidant potential and anti-inflammatory response).

Zuniga-Herndndez, I Cespedes, N5 Mariqueo, T.l; Molinett, s.2

1Departamento de Farmacologia Molecular, Centro de Investigaciones
Médicas, Facultad de Medicina, Universidad de Talca, Chile. ?Instituto de
Ciencias Bioldgicas, Universidad de Talca (jezuniga@utalca.cl).

Fragaria chiloensis spp. Chiloensis es una planta nativa sudamericana, su
fruto (Frutilla blanca) es rico en polifenoles del tipo flavonoide, los cuales
poseen importantes caracteristicas antioxidantes. En el caso de la Frutilla
blanca se ha analizado su accién antioxidante sobre el anidn superéxido,
evidenciandose una capacidad antioxidante mayor respecto a la frutilla
comercial (Fragaria x ananassa). A la fecha no existen estudios previos que
demuestren esta capacidad en modelo animal. El objetivo de este trabajo
fue analizar el rol hepatoprotector de la Frutilla blanca sobre el dafio
hepdtico inducido por LPS, lo anterior considerando que la inyeccion de LPS
genera perdida del status oxidativo y una respuesta pro-inflamatoria. Ratas
Sprague-Dawley fueron pre-tratadas durante 10 dias con zumo de Fragaria
chiloensis spp. Chiloensis (11,76mg/Kg/dia; via oral) o control salino, y
sometidas a LPS i.v (dosis Unica 3mg/Kg) o vehiculo control, los andlisis se
realizaron en muestras obtenidas a 3 horas post-inyeccion. Se observo
normalizacién de los pardmetros hepaticos (medicion de transaminasas y
analisis histoldgico) y una disminucion de los niveles de F2-isoprostanos
(ELISA) y de los niveles de expresion de las citoquinas IL-1B y TNF-a (QT-
PCR), esto en relacién al grupo control salino. Con esta informacion
podemos concluir que la suplementacion dietaria con Fragaria chiloensis
spp. Chiloensis tiene efectos sobre la normalizacion de la respuesta
oxidativa e inflamatoria en un modelo de dafio hepdtico inducido por LPS,
informacion que podria contribuir a las estrategias de hepatoproteccion e
incrementar el conocimiento sobre las propiedades de la frutilla blanca
como alimento funcional.
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PRESENTACIONES EN PANELES: BIOFARMACIA

052. CARACTERIZACION Y EVALUACION IN VITRO DE DIFERENTES
SUSTITUTOS SALIVALES PARA EL MANEJO DE LA XEROSTOMIA
(Characterization and In Vitro Evaluation of Different Saliva Substitutes for
Xerostomia Treatment).
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La xerostomia es un sintoma comun en personas mayores que va asociado a
diferentes causas como: enfermedades autoinmunes, uso de farmacos,
tratamiento de cancer de cabeza y cuello, etc. El tratamiento de la
xerostomia esta enfocado en mitigar este sintoma y reestablecer algunas
funciones normales de la boca hidratada. El objetivo de este trabajo fue
caracterizar y evaluar diferentes sustitutos salivales con el fin de obtener un
producto lo mas parecido a la saliva natural, para ser utilizado en el manejo
de la xerostomia. Las formulaciones desarrolladas fueron evaluadas de
acuerdo a sus caracteristicas organolépticas y reoldgicas, seleccionando
aquellos preparados que fueron transparentes, inodoros, sin sabor residual
y con una viscosidad similar a la saliva natural. Las formulaciones
seleccionadas fueron evaluadas en cuanto a sus propiedades
mucoadhesivas y capacidad desmineralizante del esmalte dental
(hidroxiapatita). Se obtuvieron tres formulaciones finales, compuestas por:
1) hidroxietilcelulosa/polivinilpirrolidona/acido  hialurénico/sorbitol, 2)
hidroxipropilmetilcelulosa/polivinilpirrolidona/hidroxipropil-B-ciclodextrina
y 3) hidroxietilcelulosa/polivinilpirrolidona/sorbitol. Todas las formulaciones
estudiadas presentaron flujo pseudaplastico y una viscosidad entre 5 — 22,5
mPa.s (saliva 1,5 — 3,0 mPa.s). El pH de las formulaciones estuvo en el rango
6,7-6,9, que es un rango aceptable para este tipo de formulaciones. El
estudio de mucoadhesion indico que todas las formulaciones seleccionadas
generaron una mucoadhesion efectiva frente al control (p<0,05). En cuanto
a la evaluacidon de las propiedades desmineralizantes, ningliin preparado
demostré tener estas propiedades frente a un control (p<0,05). Se
obtuvieron 3 sustitutos salivales con buenas propiedades sensoriales,
reoldgicas y mucoadhesivas, sin provocar desmineralizacion de la
hidroxiapatita.
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Entre las estrategias empleadas para optimizar la quimioterapia
anticancerigena se encuentra el uso de nanotransportadores de farmacos.
De ellos, los dendrimeros poliamidoamina (PAMAM) son los mas utilizados,
no obstante, a raiz de la gran cantidad de aminas primarias en su superficie,
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posee elevada citotoxicidad. La funcionalizacion de la superficie del
dendrimero es una alternativa para superar dicha problematica, a través de
la reaccion de las aminas con cadenas de polietilenglicol. En este trabajo, se
funcionalizaron dendrimeros PAMAM de cuarta generacion con
polietilenglicol-metil-éter de 550 Da al 25% (PAMAM-PEG), sistema que fue
caracterizado por resonancia magnética nuclear (RMN) de 'y y Bc.
Posteriormente, analisis de viabilidad celular efectuados en células HEK-293,
mostraron que a concentraciones de PAMAM-PEG entre 0.002 y 1.0 mM no
hay disminucion en la sobrevivencia celular, mientras que para iguales
concentraciones de PAMAM sin funcionalizar el porcentaje de sobrevivencia
desciende hasta un 21.6%. El nuevo sistema nanotransportador se utilizd
para encapsular metotrexato, droga altamente usada en la terapia contra el
cancer, pero que presenta una serie de inconvenientes dada su casi nula
solubilidad en agua. Los complejos dendrimero-farmaco fueron
caracterizados por RMN-NOESY, donde se observa que la droga es capaz de
alojarse en las ramas internas de PAMAM-PEG. Esta interaccion permite un
aumento de la solubilidad del farmaco en agua de mas de 8 veces, lo que se
midid6 por espectrofotometria UV-visible. En conclusion, el sistema
nanotransportador funcionalizado es capaz de minimizar la toxicidad celular
y demuestra ser altamente eficiente en el incremento de la solubilidad de
metotrexato.
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054. DETERMINACION DE LA INTERACCION POLIMERO - FARMACO Y
EVALUACION DE CINETICA DE LIBERACION IN VITRO DE MICROESFERAS DE
PLGA CONTENIENDO DICLORHIDRATO DE PRAMIPEXOL (Determination of
polymer-drug interaction and evaluation of in vitro release kinetics of PLGA
microspheres containing pramipexole dihydrochloride).
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Pramipexol es un agonista dopaminérgico no ergdtico utilizado para el
tratamiento de la Enfermedad de Parkinson. El desarrollo de una
formulacién de liberacion sostenida del farmaco lograria disminuir la
frecuencia de administracion, aportando ademds una estimulacion
dopaminérgica continua y contribuyendo a lograr una terapia mas eficaz.
Las microesferas son sistemas que pueden modular la liberacion del
farmaco y actuar como reservorio de éste. El objetivo de este trabajo fue
caracterizar una formulaciéon de microesferas de diclorhidrato de
pramipexol elaboradas con copolimero &cido poli(lactico-co-glicélico)
(PLGA) mediante la técnica emulsién/evaporacién de solvente a partir de
una emulsién O/W (método A) y de una emulsion W/O/W (método B). La
interaccion polimero-farmaco fue determinada mediante difraccion de
rayos X (XRD), calorimetria diferencial de barrido (DSC) y se realizd un
estudio de liberacion del farmaco in vitro. Mediante XRD y DSC se demostro
que el farmaco se encuentra disperso en la matriz polimérica, sin
interacciones importantes entre éste y el polimero. Las microesferas
obtenidas mediante el método B mostraron una mayor eficiencia de
encapsulacion con respecto a las del método A, sin embargo, las primeras
mostraron una liberacién mas rapida (32,1+9,7%) que las del método A
(7,8+1,0%) durante la primera hora. Estas ultimas mostraron una liberacién
mas uniforme y cercana a la linealidad que las del método B. Ambas
formulaciones liberaron la totalidad del farmaco a los 30 dias. Se concluye
que ambas formulaciones presentan caracteristicas que permiten su
administracion parenteral y retardan la liberacién del farmaco desde su
matriz, comportandose como reservorio de éste.
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055. PIGMENTOS DE BACTERIAS ANTARTICAS Y EL EFECTO DE LA
TEMPERATURA DE INCUBACION PARA POSIBLES APLICACIONES
BIOTECNOLOGICAS (Antarctic bacteria pigments and the effect of
incubation temperature for biotechnological applications).
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Las bacterias psicrofilas, que se encuentran en la Antartica, tienen la
capacidad de adaptarse a las condiciones climaticas adversas de éste lugar a
través de muchas formas, por ejemplo, con pigmentos que le otorgan
proteccion contra los rayos ultra violeta (UV). El objetivo de ésta
investigacion fue comparar la produccién de pigmentos bacterianos
sometidos a tres temperaturas y asi, evaluar la hipdtesis planteada de que
los pigmentos de las bacterias cambian al modificar la temperatura de
incubacion de 4°C, 15°C y 30°C. Para ello, se seleccionaron 12 cepas
bacterianas aisladas desde la rizésfera de la planta Deschampsia antdrtica,
para posteriormente escoger solo seis, las cuales fueron crecidas en medio
de cultivo (NM-1) y sometidas a tres temperaturas de incubacién, para el
posterior recuento de unidades formadoras de colonias a través de
diluciones seriadas. Los resultados obtenidos fue la conservacién de los
pigmentos de las cepas, las cuales tuvieron un mayor crecimiento a los 15°C.
De esta manera se concluye que los pigmentos bacterianos no son
afectados por la temperatura de incubacion y se constituyen en un
biorecurso, que podria ser utilizado en alguna aplicacion biotecnoldgica
como por ejemplo, cremas o protectores frente a radiacion UV u otros
productos.
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056. MICROENCAPSULACION DE POLIFENOLES EXTRAIDOS DE PINUS
RADIATA A TRAVES DE SPRAY DRYING (Microencapsulation of polyphenols
extracted of Pinus Radiata by spray drying).

. 1 . 2 < 3
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Estudios previos en nuestro laboratorio demostraron que polifenoles
extraidos de corteza de Pinus radiata poseen una comprobada actividad
antioxidante en lineas celulares de salmoén, pudiendo generar una
estimulacion del sistema inmune de estos organismos. La aplicacion directa
del extracto de pino a peces, no es viable debido a su inestabilidad ante
factores externos, por lo que la microencapsulacion promete ser la solucién
que superara esta barrera. De este modo, el objetivo de este trabajo fue
desarrollar y caracterizar microparticulas para encapsular polifenoles
extraidos desde la corteza de Pinus radiata. Para ello, las microparticulas
fueron elaboradas mediante secado por aspersidon utilizando alginato y
maltodextrina en distintas proporciones como agentes encapsulantes y una
mezcla de etanol:agua (3:7) como disolvente, con una carga inicial de 10%
de extracto. Una vez elaboradas, las macroparticulas se caracterizaron en su
distribucion de tamafio, morfologia, rendimiento del proceso, eficiencia de
encapsulacion, humedad residual y densidad. Como resultado se
observaron microparticulas esféricas de didmetro medio 2,30 + 1,06 um,
monodispersas y con superficie lisa o rugosa dependiendo del excipiente
predominante (alginato y maltodextrina, respectivamente), lo cual fue
visualizado mediante microscopia de barrido electrénico. El rendimiento del
proceso fue de 71,0 + 0,5 %. La eficiencia de encapsulacion fluctud entre 74
a 93 %. La humedad residual fue de 8,5 + 0,1 % y la densidad de 0,444 +
0,002 g/mL.
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De este modo se concluye que las microparticulas formuladas poseen
caracteristicas acordes para una futura administracion por via oral.
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057. EVALUACION DE LA CITOTOXICIDAD IN VITRO DE MICROPARTICULAS
DE RHEIN PARA SU APLICACION TERAPEUTICA (Evaluation of in vitro
cytotoxicity of rhein microparticles for their therapeutic application).
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Rhein, metabolito activo de la diacereina, posee actividades
antiinflamatorias y condroprotectoras que lo hacen un tratamiento
alternativo de la osteoartritis; sin embargo, la administracion oral y como
farmaco libre presenta importantes limitaciones. En un estudio previo
efectuado en nuestro laboratorio se elaboré y caracterizé microparticulas
(MP) de rhein por el método emulsién/evaporacion de solvente, las que
presentaron un perfil de liberacién controlada in vitro. El objetivo del
presente estudio fue evaluar la citotoxicidad en células THP-1 diferenciadas
a macrofagos de MP de rhein obtenidas por el método
emulsion/evaporacién de solvente. Las caracteristicas de las MP se
analizaron por microscopia optica y electronica. Los cultivos de células
monociticas THP-1 diferenciadas a macrdfagos se expusieron a distintas
concentraciones de MP cargadas con rhein y a MP blancas (sin rhein), en
presencia o ausencia de lipopolisacarido. Se evalud la citotoxicidad por el
ensayo MTT, determinando la viabilidad celular a las 24 y 48 h de exposicidn
a MP. Las MP de Rhein fueron esféricas, de superficie lisa y con un didametro
medio aproximado de 5 um. El estudio de citotoxicidad demostré que las
microparticulas, en el rango de concentraciéon de rhein de 0 a 22 uM, no
disminuyen la viabilidad de los macréfagos a las 24 y 48 h de exposicion con
respecto al control. En conclusién, las microparticulas de rhein elaboradas
por el método emulsion/evaporacién de solvente presentan caracteristicas
morfoldgicas y de tamafio adecuadas sin afectar la viabilidad celular. Estos
resultados pueden ser considerados para su potencial uso terapéutico en la
osteoartritis.
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058. SELECCION DE LIGANDOS PARA E-SELECTINA MEDIANTE SCREENING
VIRTUAL PARA SU UTILIZACION EN SISTEMAS NANOTRANSPORTADORES
DE FARMACOS (Selection of ligands for E-selectin by virtual screening for
drug nanocarrier systems).
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Los nanotransportadores de farmacos han sido empleados para optimizar
distintas propiedades de la quimioterapia anticancerigena, sin embargo,
éstos aun no superan cabalmente el problema de la inespecificidad. Para
dirigir especificamente los nanotransportadores al tumor se han buscado
distintas moléculas de membrana que se expresen caracteristicamente en
células tumorales o células asociadas a ellas. Asi, amplia evidencia
demuestra que E-selectina se sobreexpresa en células endoteliales de la
vasculatura tumoral. Por tanto, el objetivo de este trabajo es seleccionar
potenciales ligandos para E-selectina a través de una busqueda masiva
mediante técnicas de screening virtual. Utilizando el software Glide, se
realizé docking entre la libreria drug-like de la base de datos ZINC y la
estructura de E-selectina obtenida desde PDB (1G1T). La cuadricula
generada para efectuar el docking se construyé en base a las interacciones
entre E-selectina y su ligando natural SLE*. Del analisis de los resultados del
estudio se obtuvieron 10 ligandos hit para E-selectina, a los que
posteriormente se les realizéd docking en los programas X-score y Autodock-
Vina para complementar los resultados de Glide. Se seleccionaron aquellos
ligandos con los mejores puntajes en los tres programas, determinandose
asi las moléculas codigo ZINC83240585 (puntuaciéon entre -5,9 y -7,6
kcal/mol) y ZINC84225084 (puntuacion entre -5,6 y  -7,5 kcal/mol) como
potenciales ligandos para E-selectina. Finalmente, estudios de dindmica
molecular permitieron establecer que las interacciones preponderantes en
la asociacion entre E-selectina y los ligandos seleccionados estarian dadas
por el grupo carboxilato presente en ellos y los residuos K111 y K113 de la
proteina.
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059. DESARROLLO Y CARACTERIZACION DE MICROPARTICULAS DE RHEIN
ELABORADAS POR SPRAY DRYER (Development and characterization of
rhein microparticles prepared by spray dryer).
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La osteoartritis es la forma mas prevalente y costosa de las enfermedades
musculoesqueléticas. Los mecanismos patogenéticos que son la causa del
dafio tisular de la articulacidon involucran la inhibicién de las enzimas que
degradan la matriz y la inhibicién de las citoquinas pro-inflamatorias (TNF-a,
interleucina-1B)1. Rhein (metabolito activo de la Diacerina), se describe
como un agente con actividad antiinflamatoria, antiproliferativa y
condroprotectora, sin embargo actualmente no cuenta con ninguna
presentacion farmaceutica en el mercado. El objetivo general de este
trabajo fue formular y caracterizar microparticulas biodegradales de Rhein
mediante Spray Dryer. Para ello se evaluaron pardmetros de proceso y
formulacién, obteniéndose la proporcion dptima de excipientes
biodegradables (Fosfolipido, dacido hialurénico).Como resultado se
obtuvieron micrparticulas esféricas y de superficie lisa, observadas
mediante microscopia electrénica (SEM), con un rendimiento de produccion
del 40 %. La distribucion de tamafio se evalué mediante microscopia Optica,
presentando un didmetro medio de 8,2 + 2,9um. La eficiencia de
encapsulacion fue de 96,3%, cuantificada mediante HPLC. Finalmentese
evalud la cinética de liberacion in vitro del farmaco bajo condiciones
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fisioldgicas, considerando el efecto de la variacion del porcentaje de
fosfolipido en la formulacién, con lo cual se determiné que un aumento de
este excipiente en la composicion de las microparticulas retarda el burst
inicial de liberacion del Rhein, lo cual seria util para una eventual
formulacién de liberacién controlada. En conclusidn fue posible obtener y
caracterizar microparticulas de Rhein, como potencial herramienta
farmacoldgica de administarcion local (inyeccidn intraarticualr) en pacientes
que sufren de osteoartritis.
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060. GENERACION DE CELULAS PROGENITORAS ENDOTELIALES HUMANAS
PRODUCTORAS DE ERITROPOYETINA PARA SU USO EN TERAPIA CELULAR
(Development of erythropoietin-secreting human endothelial progenitor
cells for cell therapy).
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Las células progenitoras endoteliales humanas (hEPC) son células madre
que se movilizan desde médula dsea a sangre periférica y se diferencian a
células endoteliales, participando en la reparacién vascular. La
eritropoyetina (Epo), participa en la regulacion de la eritropoyesis y ejerce
efectos positivos en la angiogénesis; sin embargo, su administracion via
intravenosa puede producir efectos secundarios. El objetivo es generar
hEPC secretoras de Epo humana, mediante el uso de vectores virales, con el
fin de potenciar la reparacién vascular en el sitio de injuria. Se obtuvo
sangre periférica de voluntarios sanos (20-25 afios), previa firma de
consentimiento informado. Las hEPC fueron aisladas por centrifugacién con
gradiente de densidad y cultivadas en placas recubiertas con fibronectina
durante 3y 7 dias. Las hEPC fueron transducidas con adenovirus (Ad-Epo) o
lentivirus (pLCW-Epo). En hEPC de 3 dias, no se observé transduccion con
ningun vector, determinado por la ausencia de expresion de GFP, mientras a
los 7 dias se observd células GFP positivas sélo con Ad-Epo, alcanzando
alrededor de un 90% de eficiencia (MOI=150 pv) y 100% de viabilidad. En
conclusion, las hEPC se lograron transducir luego de 7 dias de cultivo con un
vector adenoviral, generando células productoras de Epo. Se confirmara la
funcionalidad de estas células, evaluando la proliferacién, diferenciacion
hacia el fenotipo endotelial y apoptosis. Ademas, se determinara el efecto
de hEPC-Ad-Epo en angiogénesis, utilizando un modelo in vivo de huevos
fertilizados.
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062. LA ACTIVACION DE LEUCOCITOS NEUTROFILOS HUMANOS CON EL
AGONISTA B1 DE CININAS INDUCE LA EXOCITOSIS DE a-DEFENSINAS Y
CATELICIDINA (Activation of human neutrophils by a kinin B1 agonist
induces the exocytosis of a-defensin and cathelicidin).

Andrade, Y.l; Matus, C.E.l'z; Pavicic, M.F.l; Ehrenfeld, P.l; Figueroa, c.n.t!
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Las a-defensinas y catelicidinas son péptidos antimicrobianos contenidos en
granulos de leucocitos neutréfilos que participan activamente en la
destruccidén de microorganismos durante procesos infecciosos. El receptor
B1 de cininas (RB1), expresado por el neutréfilo humano, regula vias de
sefializacion intracelular asociadas a quimiotaxis, expresién de CD11b/CD18
y liberaciéon de metaloproteasa-9 y mieloperoxidasa. Nos propusimos
determinar si la estimulacion de RB1 conduce a la exocitosis de a-
defensinas y catelicidinas. Se aislaron neutrdfilos a partir de sangre
periférica de voluntarios clinicamente sanos y se estabilizaron por 30 min a
37°C y 5% CO,. Luego, fueron estimulados con 100 nM de Lis—des[Argg]—
bradicinina (LDBK) por diferentes tiempos o con 100 nM de f-Met-Leu-Phe
(fMLP, control positivo). La liberacion de a-defensinas y catelicidinas fue
detectada en el sobrenadante por western blotting y ELISA.
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La estimulacién del RB1 provocd una rapida liberacién de catelicidina, a
partir de los 5 min post-estimulacion en concentraciones equivalentes al
20% de lo liberado por el control positivo y a un 5% del total contenido en
neutréfilos no-estimulados. El pretratamiento de los neutrdfilos con
antagonistas de RB1 disminuyd considerablemente los niveles de
catelicidina liberada. La presencia de a-defensinas en los mismos
sobrenadantes fue cuantificada mediante ELISA en niveles ligeramente
superiores a los presentes en medios de incubacion de células no
estimuladas. Nuestros resultados indican que la activacion de RB1 produce
la liberaciéon de a-defensinas y catelicidina, lo cual aumenta la respuesta
defensiva frente a microorganismos y amplifica la llegada de neutrdfilos,
monocitos y linfocitos T al sitio inflamatorio.
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063. EL INTERFERON BETA (IFN-B) ACTIVA LA ViA JAK-STAT Y DISMINUYE
LA RESPUESTA FIBROTICA EN EL FIBROBLASTO CARDIACO (Interferon beta
(IFN-B) activates the JAK-STAT pathway and reduces the fibrotic response in
cardiac fibroblast).
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El interferdn beta (IFN-B) es una citoquina que activa la via de transduccion
de sefiales, Janus quinasa (JAK) y el transductor y activador de transcripcion
(STAT), y provoca una amplia variedad de respuestas (anti-inflamatorias,
pro-inflamatorias, anti-virales y anti-bacterianas). Los Fibroblastos Cardiacos
(FC) son las células residentes mds abundantes en el corazén, y son
reguladores esenciales del recambio de la matriz extracelular. Los FC juegan
un papel central en la remodelacién cardiaca frente determinadas lesiones;
sin embargo, alin son desconocidas las posibles acciones anti-fibréticas del
IFN-B en FC. Esta propuesta convierte a esta citoquina y la activacion de su
via candnica, en potenciales blancos farmacoldgicos en el drea
cardiovascular. Cultivos primarios de FC de ratas adultas en pasaje 2, fueron
mantenidos en medio libre de suero por 24 horas y estimulados con IFN-f.
Las proteinas STAT, la expresion de a-SMA y colageno 1 se midieron por
western blot, mientras que la migracién de los FC se determind por el
método de la herida. El IFN-B activd la via transduccional JAK/STAT,
disminuy6 la expresion de coldgeno 1 y a-SMA, asi como también la
migracion en FC de ratas adultas. Estos resultados demuestran que el IFN-B
tiene acciones antifibréticas en los FC y, por lo tanto, podria prevenir la
remodelacion cardiaca.
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064. ANGIOTENSINA 1l INDUCE LA LIBERACION DE PRO-IL-1B EN
FIBROBLASTOS CARDIACOS (Angiotensin Il induces the release of pro-IL-1B
in cardiac fibroblasts).
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La IL-1B ha sido reconocida como un blanco terapéutico en las
enfermedades infecciosas, autoinmunes e inflamatorias. Sin embargo, en
los ultimos afos se ha descubierto que esta citoquina estaria jugando un
importante rol en otro tipo de enfermedades de tipo no infecciosas, entre
ellas las enfermedades crdnicas no transmisibles, como las enfermedades
cardiovasculares. En este trabajo se demuestra un nuevo rol para
angiotensina Il (Angll), que corresponderia a una sefial de liberacion de pro-
IL-1B en los fibroblastos cardiacos de rata neonata. A través de la activacion
de TLR4, se demostré que los fibroblastos cardiacos son capaces de
sintetizar pro-IL-1B, pero que ésta no seria capaz de liberarse hacia el medio
extracelular (Western-bot). Angll (1uM) actuaria como una sefial de
liberacion de esta citoquina inactiva hacia el medio extracelular, hecho no
mediado por la activacion del inflamasoma NLRP3 (ELISA, Western-blot e
inmunocitoquimica). Finalmente, la liberacion no clasica de pro-IL-1p estaria
mediada por la cascada transcripcional asociada a calcio del receptor AT1,
demostrado a través del uso de los agentes que intervienen esta
sefializacion celular: Losartdan (AT1), U73122 (PLC), 2-APB (IP3R) vy
Bafilomicina (transporte vesicular) (ELISA y Western-blot). Los resultados de
este trabajo demuestran una nueva funciéon de Angll como sefial de
liberacion de pro-IL-1B desde el citosol hacia el medio extracelular, no
asociada a la activaciéon del inflamasoma NLRP3, en los fibroblastos
cardiacos.
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065. SIMVASTATINA PREVIENE LA ACTIVACION ENDOTELIAL INDUCIDA
POR Trypanosoma cruzi MEDIANTE LA GENERACION DE 15-EPI-LIPOXINA-
A4 (Simvastatin prevents endothelial activation induced by Trypanosoma
cruzi throughout 15-epi-lipoxin-A4 generation).
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En la enfermedad de Chagas, el Trypanosoma cruzi desencadena una
respuesta inflamatoria que tiende a limitar la infeccién. Sin embargo, la
permanencia del parasito provoca la persistencia de la inflamacién que
finalmente conduce al desarrollo de la Cardiopatia Chagasica Crdnica (CCC).
La CCC es consecuencia de alteraciones microvasculares, entre otros
mecanismos. Caracteristicamente, la expresion de moléculas de adhesion
celular (ECAMs) como ICAM-1, VCAM, y E-selectina, estd aumentada para
favorecer el reclutamiento de células inflamatorias. Es posible mejorar el
tratamiento antichagasico actual modificando algunos aspectos de la
fisiopatologia en el hospedero. Asi, se propone que simvastatina, por sus
efectos pleiotropicos que modulan la respuesta inflamatoria vascular,
podria mejorar la disfuncién endotelial inducida por T. cruzi, en un
mecanismo que involucra la produccién de 15-epi-lipoxina A4. En células
endoteliales (EA.hy926) previamente tratadas con simvastatina durante 24
horas, y posteriormente infectadas con T. cruzi, se observé disminucion de
la activacion y consecuente expresion de ECAMs y en consecuencia,
disminucion de la adhesién de leucocitos. Simultaneamente, simvastatina
bloqued la activacion de NF-kB e indujo la produccidn de 15-epi-lipoxina A4.
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Es mas, la 15-epi-lipoxina A4 fue capaz de disminuir, por si misma, la
expresion de ECAMs. Se concluye que simvastatina previene la activacion
endotelial, a través de un mecanismo dependiente de la produccion de este
lipido pro-resolutorio de la inflamacidn, 15-epi-lipoxina A4. Es posible
entonces modular farmacoldégicamente aspectos centrales de la
fisiopatologia de la CCC, promoviendo, eventualmente, una mejor respuesta
antiparasitaria.
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Dichlorodihydrofluorescein diacetate intracellular oxidation not mediated
by reactive oxygen species: Possible role of peroxidase activity).
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La produccidon de especies reactivas de oxigeno intracelular (iEROs) es un
parametro fisioldgico importante para medir respuestas celulares a estrés o
farmacos. Una metodologia ampliamente utilizada para medir iEROs es la
utilizacién del diacetato de 2’,7’-diclorodihidrofluoresceina (H,DCF-DA), el
cual queda secuestrado dentro de la célula, donde puede ser oxidado en su
forma fluorescente por algunas iEROs. En este trabajo nos preguntamos por
las fuentes celulares de oxidacién de H,DCF-DA. Utilizando como modelo
células espermatogénicas, encontramos una cinética de oxidacion basal de
H,DCF-DA que disminuye por tratamiento con rotenona, inhibidor del
complejo | mitocondrial, pero no en forma proporcional a la disminucién en
el consumo de oxigeno. Tratamientos con H,0,, que por si solo no oxida
H,DCF-DA, produce una cinética de oxidacion saturable en células.
Adicionalmente, utilizando fraccionamiento celular y colocalizacion del
producto y MitotrackerRed hemos evidenciado que la oxidacién de H,DCF-
DA se distribuye en los distintos compartimentos celulares. Para dilucidar
una posible fuente de oxidacion, se realizaron ensayos con peroxidasa de
rabano (HRP) y glutatién peroxidasa. Ambas enzimas fueron capaces de
oxidar la sonda en presencia de H,0,. HRP produjo también oxidacién de
H,DCF-DA en ausencia tanto de oxigeno como de H,0,. Los resultados
obtenidos indican que H,DCF-DA es oxidado por H,0, en presencia de
peroxidasas y por peroxidasas celulares en ausencia de H,0,, lo que parece
no involucrar la produccion de iEROs. Por lo tanto, al utilizar H,DCFDA para
medir iEROs, es importante considerar estas propiedades analiticas para
interpretar correctamente los resultados.
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067. EFECTOS CARDIOPROTECTORES INDUCIDOS POR LA
ADMINISTRACION DE OMEGA 3 EN RATAS SOMETIDAS A HIPOXIA
INTERMITENTE  (Cardioprotective effects induced by omega 3
administration and intermittent hypoxia in rats).
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La hipoxia hipobdrica intermitente (HHI) induce cambios a nivel morfoldgico
y funcional en el corazén, probablemente asociados a la ocurrencia de
estrés oxidativo e inflamacidn. La suplementacién con omega 3 tiene
efectos protectores contra el dafio por especies reactivas de oxigeno. El
objetivo fue determinar el efecto protector de la suplementacion con
omega 3 sobre el tamafo de infarto, estrés oxidativo e inflamacidn en ratas
sometidas a HHI. Ratas Wistar adultas fueron tratadas por 8 semanas:
normoxia normobdrica (Nx, n=7), Nx suplementadas con omega 3
(0.3g/Kg/dia, DHA:EPA=3:1) (Nx+Q3, n=7), hipoxia hipobarica intermitente
(Hx, n=7) y Hx+Q3 (n=7). La HHI fue inducida por 4 periodos, intercalados
con normobaria por 96h. Al finalizar las exposiciones, las ratas fueron
eutanizadas y sus corazones sometidos a isquemia global por 30 min y
reperfusion durante 120 min. Se determind tamafio de infarto,
lipoperoxidacion (TBARS), glutation reducido (GSH)/oxidado (GSSG),
nitrotirosina (NT), NF-KB e IL-1pB en tejido cardiaco al final de la reperfusion.
El tamafio de infarto miocérdico fue 25.8% (Nx+Q3), 38.8% (Hx) y 52.1%
(Hx+Q3) menor, comparado con Nx (P<0.05). A la vez, TBARS, NT, las
subunidades p50 y p65 de NF-KB, e IL-1B fueron menores en los corazones
de ratas hipoxicas y en los suplementados con omega 3 en forma
independiente. Los niveles de GSH/GSSG fueron mayores en los grupos Nx e
Hx, posterior a la suplementacién con omega 3.

La HHI induciria un preacondicionamiento cardiaco, reforzado por la
suplementacion con omega 3, a través de un efecto antioxidante y
antiinflamatorio en ratas expuestas a esta condicion ambiental.
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068. ANTAGONISMO DE LA ACTIVIDAD ANTICHAGASICA DE NIFURTIMOX Y
BENZNIDAZOL MEDIANTE EL USO DE PENTAMIDINA EN PARASITOS
AISLADOS Y EN UN MODELO IN VITRO DE INFECCION POR TRYPANOSOMA
CRUZI (Antagonism of the antichagasic activity of nifurtimox and
benznidazole using pentamidine in isolated parasites and in an in vitro
model of Trypanosoma cruzi infection).
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La enfermedad de Chagas, producida por el pardsito Trypanosoma cruzi,
afecta aproximadamente a 10 millones de personas en el mundo y es
endémica en Latinoamérica. El tratamiento actual consiste en el uso de los
farmacos nifurtimox (NFX) y benznidazol (BNZ), que provocan mdltiples
reacciones adversas, sin garantizar una efectividad total. Se propone el uso
de pentamidina (PTM), antiprotozoario que bloquea el transporte de
putrescina, poliamina fundamental para la sintesis de tripanotiéon, como
nuevo agente terapéutico. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto
de la combinacién de pentamidina con nifurtimox y benznidazol contra T.
cruzi. Se utilizaron tripomastigotes cepa Y aislados para determinar la
viabilidad parasitaria mediante reduccién de sales de tetrazolio (MTT), la
cual disminuyd de acuerdo a la concentracidn del farmaco con valores de
1Csp 4,1 £ 0,9 pM para NFX, 17,2 + 2,4 uM para BNZ y 3,9 + 0,7 pM para
PTM. Los valores de ICso de NFX y BNZ en presencia de PTM fueron de 4,8 £
0,9y 17,2 +1,8 uM, respectivamente. Los indices de combinacién obtenidos
fueron indicativos de antagonismo entre los farmacos estudiados (valores
superiores a 1), lo cual se correlaciona con la ausencia de sinergismo
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obtenida al evaluar la carga parasitaria en un modelo in vitro de infeccion
mediante gPCR y tincidn de nucleos (sondas fluorescentes).

En conclusidn, y contrario a la hipdtesis planteada, pentamidina antagoniza
el efecto de nifurtimox y benznidazol, tanto en modelos de parésitos
aislados como en modelos de infeccidn in vitro.
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069. EFECTO TRIPANOCIDA DE LOS CATIONES  LIPOFILICOS
DESLOCALIZADOS DERIVADOS DEL ACIDO GALICO (Tripanocidal effect of
delocalized liphofilic cations gallic acid derivatives).
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La enfermedad de Chagas, causada por el protozoo Trypanosoma cruzi,
afecta a 10 millones de personas en el mundo. La terapia actual no es
efectiva en cuadros cronicos y genera elevados efectos adversos. El acido
gdalico es un compuesto polihidroxifendlico presente en plantas, con
actividad antibacteriana, antiviral y antitumoral. Los cationes deslocalizados
trifenilfosfonios (TPP), derivados del &acido galico presentan actividad
antitumoral, mediada por su capacidad de acumularse en la mitocondria. A
diferencia de las células de mamifero T. cruzi posee solo una mitocondria
para la sintesis de ATP, que ademas tiene diferencias bioquimicas con la
mitocondria de mamifero que permitirian la acumulacién selectiva de los
cationes TPP. Basandose en la estrategia de inhibicion mitocondrial el
objetivo fue evaluar el efecto antichagdsico de cuatro compuestos
derivados de acido gélico unidos a una porcién trifenilfosfonio mediante
una cadena alquilica de largo 8, 10, 11 y 12 carbonos (TPPC8, TPP'C10,
TPP'C11 y TPP'C12, respectivamente). En parasitos aislados, se determind
la DLso para los compuestos mediante la técnica MTT y se evalud la muerte
mediante citometria de flujo. En ambas determinaciones, TPP'C10 y
TPP*C12 fueron los compuestos mds activos. En células infectadas con T.
cruzi, se observd que TPP'C10 y TPP'C12 disminuyeron de forma
significativa la carga parasitaria, determinado por gPCR y microfotografias
de fluorescencia con tincién DAPI. TPP*C10 y TPP*C12 provocaron la caida
del potencial de transmembrana mitocondrial de T. cruzi mediante la sonda
fluorescente JC-1. Estos resultados indican que los compuestos TPP'C10 y
TPP*C12 son potentes antichagasicos in vitro, con actividad mitocondrial.
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070. EL PRE-CONDICIONAMIENTO DE CELULAS MADRE MESENQUIMALES
CON RAPAMICINA Y METFORMINA, AUMENTA SUS CAPACIDADES
INMUNOSUPRESORAS IN VITRO (Rapamycin and Metformin pre-
conditioning, enhance immunosupressive effect of Mesenchymal Stem Cells
in vitro).

Diaz, C.E.; Ferndndez, C.O.; Ruiz, D.H; Vega, A.L.; Kurte, M.G.; Gauthier,
M.A.; Moya, |.; Carrion, F.
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Las Células Madre Mesenquimales son células multipotenciales, no
hematopoyéticas con capacidad de dar lugar a tejido de distintas capas
germinativas y de auto-renovacién, ademas de poseer un efecto
inmunomodulador que ha permitido su uso como agente terapéutico en
diversas patologias autoinmunes. Los efectos inmunosupresores de las
células madre Mesequimales estan fuertemente moduladas por factores del
microambiente y puede responder a citoquinas inflamatorias y drogas
inmunosupresoras, este efecto modulador de las capacidades
inmunosupresoras es conocido como licenciamiento o pre-
condicionamiento. El objetivo de este trabajo es estudiar el efecto del pre-
condicionamiento de células madre Mesenquimales de manera de
potenciar las capacidades inmunosupresoras in vitro. Rapamicina y
Metformina son dos inhibidores de la via de sefializacién de mTOR, via
crucial en el crecimiento celular, proliferacién y cambios relacionados con el
envejecimiento de células madre Mesenquimales. Los resultados de este
trabajo demuestran que el pre-condicionamiento de Rapamicina vy
Metformina aumenta la capacidad inmunosupresora de las células madre
Mesenquimales, medida por su capacidad de inhibir la proliferacion de
esplenocitos activados por mitégeno policlonal. Consecuentemente con los
resultados, las propiedades inmunosupresoras de las células madre
Mesenquimales pueden ser moduladas por compuestos bioactivos
aprobados para el tratamiento de enfermedades autoinmunes y
enfermedades metabdlicas, lo que podria constituir una nueva estrategia
terapéutica para diversas patologias autoinmunes.
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071. PARTICIPACION DE TLR4 EN LA LIBERACION DE CITOQUINAS
PROINFLAMATORIAS Y PROFIBROTICAS EN FIBROBLASTOS Y
MIOFIBROBLASTOS CARDIACOS (Role of TLR4 in proinflammatory and
profibrotic cytokine release in cardiac fibroblasts and myofibroblasts).

Humeres, C.l; Ayala, P.l; Vivar, R.l; Ariel, D. 2; Garcia, L.Z, Diaz-Araya, G. !

*Laboratorio Farmacologia Cardiovascular Molecular, Departamento de
Quimica Farmacoldgica y Toxicoldgica, Facultad de Ciencias Quimicas y
Farmacéuticas, Universidad de Chile. ? Laboratorio Transduccién de sefiales
moleculares, Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular, Facultad de
Ciencias Quimicas vy Farmacéuticas, Universidad de Chile

(dhumeres@cig.uchile.cl).

La fibrosis cardiaca es una enfermedad con un fuerte componente
inflamatorio en el cual participan tanto células del sistema inmune como del
sistema cardiovascular. Existe abundante literatura que responsabiliza al
receptor TLR4 como un elemento vital para el inicio y resolucién de las
respuestas inflamatorias a nivel cardiaco. La activacién de TLR4 induce un
aumento en la produccién de citoquinas por parte de las células inmunes,
sin embargo se desconoce cual es la contribucién de dicho receptor en la
secrecion de citoquinas por parte de otras células estructurales residentes
del corazén, como son fibroblastos y miofibroblastos cardiacos. Fibroblastos
y miofibroblastos cardiacos obtenidos de ratas Sprague-Dawley adultas
fueron estimulados con LPS (1 pg/ml, 24, 48 horas) en presencia/ausencia
del inhibidor especifico de la sefializacién de TLR4 (TAK242: 1 uM), y se
midié un perfil de citoquinas proinflamatorias y profibroticas (TNF-a, IL-2,
IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-13, IFN-y) liberadas al medio de cultivo.
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La secrecion de las citoquinas mencionadas fue determinada mediante el kit
de MILLIPLEX (Milliplex MAP Rat Cytokine/Chemokine Magnetic Bead
Panel, Millipore, USA). Nuestros resultados muestran que la activacion de
TLR4 a las 24 y 48 horas induce un aumento en la secrecion de IL-10 y MCP-
1, por parte de fibroblastos y miofibroblastos cardiacos, siendo mayores
estos niveles en este ultimo tipo celular. Interesantemente la activacion del
receptor TLR4 en el fibroblasto cardiaco generé un aumento en la liberacion
de TNF-a, sin embargo en el miofibroblasto cardiaco dicho aumento no se
observé.
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072. PERFIL DE EXPRESION DE GENES ASOCIADOS AL METABOLISMO
INTRACELULAR DE COLESTEROL EN CELULAS THP-1 TRATADAS CON
ESTATINAS (Expression profile of genes related to intracellular cholesterol
metabolism in THP-1 cells treated with statins).
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Introduccién: Las estatinas son farmacos hipolipemiantes que actian
inhibiendo la enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-Coenzima A reductasa
(HMGCR). La farmacodinamia de las estatinas esta asociada a la biosintesis
intracelular de lipidos en donde se activa el factor de transcripcion SREBF2
para incrementar receptores para LDL (LDLR) y asi disminuir el colesterol
plasmatico. En esta via participan también proteinas tales como: SCAP
(proteina activadora del clivaje para SREBP), INSIG (gen inducido por
insulina), proteasas de clivaje S1P y S2P (MBTPS1 y MBTPs2) y proteina de
importe nuclear Importina-Beta (KPNB1). Objetivo: Evaluar el efecto de
estatinas sobre la expresion de genes relacionados al metabolismo
intracelular de colesterol en un modelo celular de aterosclerosis.
Metodologia: Se cultivaron células THP-1 en medio RPMI en ausencia y
presencia de 10 uM de atorvastatina y simvastatina durante 24 horas. Se
evalud la expresion génica de HMGCR, LDLR, SCAP, INSIG1, INSIG2, SREBF1,
SREBF2, MBTPS1, MBTPS2 y KPNB1 mediante cuantificacidn relativa por PCR
en tiempo real. Resultados: Se demostré que ambas estatinas inducen
sobreexpresion de los genes LDLR, HMGCR, SREBF2 e INSIG1. Ademas,
simvastatina indujo sobreexpresiéon de SCAP, MBTPS1 y MBTPS2. Por otro
lado, ninguna de las terapias modificd la expresion génica de SREBF1,
INSIG2 y KPNB1. Conclusiones: Las estatinas investigadas modulan de
forma diferencial la expresion de los genes involucrados en el metabolismo
intracelular de colesterol. Cabe destacar que esta investigacion constituye el
primer antecedente sobre el estudio de expresion de los genes MBTPS1,
MBTPS2 y KPBN1.
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073. EN FIBROBLASTOS CARDIACOS HEPARAN SULFATO ACTIVA TLR4 Y A
TRAVES DE LAS VIAS PI3K/Akt Y NF-kB DISMINUYE EL NIVEL DE a-SMA (In
cardiac fibroblast Heparan Sulafate activates TLR4 and through PI3K/Akt
and NF-kB signaling pathways decrease a-SMA levels).
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En nuestro laboratorio hemos demostrado que LPS (un ligando exdgeno
proveniente de bacterias), activa el receptor TLR4, e induce una disminucién
en los niveles de la proteina a-SMA en fibroblastos cardiacos (FC) de ratas
adultas. La proteina alfa-SMA es utilizada como un marcador del cambio de
fenotipo celular en la diferenciacién de fibroblasto a miofibroblasto
cardiaco, siendo estas ultimas células responsables del proceso reparacion
de tisular y del desarrollo de la fibrosis cardiaca. En este trabajo, hemos
utilizado heparan sulfato (HS), un ligando enddgeno capaz de activar el
TLR4, y que en el tejido cardiaco se produce como consecuencia de la
degradacion de la matriz extracelular por un dafio tisular. Los FC de ratas
adultas en cultivo, se estimularon con HS (1 pg/mL por 72 hrs), y los
resultados mostraron que HS, al igual que LPS, fue capaz de disminuir tanto
los niveles de expresion de a-SMA asi como también la formacién de las
fibras de estrés. La disminucion de a-SMA fue mediada por la activacion del
receptor TLR4, puesto que TAK-242 (1uM: un inhibidor especifico del TLR4)
revirtié la disminucion de a-SMA, inducida por HS. Por otro lado, utilizando
inhibidores especificos de las vias ERK1/2 (PD98059, 10uM), PI3K/Akt
(Ly294002, 1uM) y NF-Kb (Bay 11-7082, 0,5uM) demostramos que HS a
través de TLR4 activo las vias PI3K/Akt y NF-kB para disminuir los niveles de
expresion de a-SMA. Conclusidn: HS revierte y previene la diferenciacion de
fibroblasto a miofibroblasto cardiaco.
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074. SINTESIS Y EVALUACION BIOLOGICA DE NUEVOS DERIVADOS DE
[1,2,3] TRIAZOLO [1,5A] PIRIDINAS COMO AGENTES ANTICHAGASICOS:
EFECTO SOBRE LA PROLIFERACION CELULAR EN EPIMASTIGOTES DM28C
(synthesis and biological evaluation of new derivatives [1,2,3] triazolo [1,5-
a] pyridines as antichagasic agents: effect on cell proliferation in
epimastigotes dm28c).
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La tripanosomiasis americana o enfermedad de Chagas, es una de las
enfermedades parasitarias potencialmente mortal que afecta a gran parte
de Latino América. En la busqueda de nuevos tratamientos en contra de la
enfermedad, se han descrito que compuestos azélicos son capaces de
afectar la viabilidad de Trypanosoma cruzi, siendo la principal via de accién
la inhibicién de la enzima TcCYP51. En nuestro grupo se ha sintetizado una
nueva serie de compuestos azoélicos conocidos como derivados de [1,2,3]
triazolo [1,5a] piridinas, estos serian potenciales inhibidores de la enzima
TcCYP51. En este trabajo se presenta la sintesis de esta nueva serie y el
efecto sobre la proliferacién en epimastigotes Dm28c. La sintesis se realizd
mediante la reacciéon de litiacidn de los derivados triazolo pirdinas con
diferentes electréfilos tales como picolinato, nicotinato e isonicotinato de
etilo.
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Los productos de la sintesis fueron caracterizados mediantes RMN y
espectroscopia IR. Por otra parte, para evaluar la viabilidad del parasito se
utilizé la técnica de MTT, los cultivos fueron incubados por tres dias y
diariamente se evalud el crecimiento. Nuestros resultados indican que la
proliferacion del parasito se ve afectada de manera similar al efecto
provocado por drogas antifingicas como fluconazol, inhibidor de la enzima
CYP51. En conclusion los valores obtenidos nos indican que existe un efecto
antiproliferativo en el pardsito que probablemente se debiese a la inhibicion
de enzimas que participan en la sintesis de ergosterol.
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075. EFECTO DE ZONIPORIDA SOBRE LA SECRECION MMP-9 Y
LACTOFERRINA EN NEUTROFILOS DE BOVINO ESTIMULADOS CON PAF
(Zoniporide effect on MMP-9 secretion and lactoferrin in bovine neutrophils
stimulated with PAF).
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El polimorfo nuclear neutréfilo o PMN corresponde a una poblacion
leucocitaria, fundamental para la inmunidad en mamiferos. Su funcién
antimicrobiana, es efectiva, pero es capaz de provocar un dafio en los
tejidos circundantes, no existiendo en la actualidad farmacos capaces de
inhibir la funcién del PMN sin comprometer otros elementos de la
inmunidad innata. Por otro, lado se ha descrito que el control del pH celular
es fundamental para la funcién microbicida ejercida por PMNs, el cual es
regulado por transportadores como la isoforma 1 del intercambiador de
Na'/H" (NHE 1). El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de
zoniporida, un inhibidor selectivo de NHE 1, sobre la secrecién de MMP-9 y
lactoferrina en PMNs estimulados con PAF mediante zimografia y ELISA.
Adicionalmente evaluamos la presencia del ARNm de este transportador en
PMNs mediante RT-PCR y la capacidad de zoniporida para interferir con
cambios de pH intracelular, el influjo de calcio y la remodelacién de actina
mediante fluorimetria y citometria de flujo respectivamente. Los resultados
indican que en PMN de bovino existe el ARNm de NHE 1, pero no de NHE 2.
El uso de zoniporida en concentraciones de 10 y 1000 nM interfiri6 con la
alcalinizacidn intracelular inducida por PAF, sin afectar la entrada de calcio
ni la remodelacion de F-actina. Por otro lado, zoniporida 210 nM interfirio la
secrecion de lactoferrina, pero no la de MMP-9, sugiriendo que la actividad
transportadora de NHE 1 es necesaria para la secrecion de granulos que
contienen lactoferrina inducida por PAF.
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076. LPS MODULA LA EXPRESION DE COX-1, COX-2 E iNOS EN
FIBROBLASTOS Y MIOFIBROBLASTOS CARDIACOS (LPS modulates COX’s
and iNOS expression in cardiac fibroblasts and myofibroblasts).

Mufiioz-Rodriguez, C.l; Garcia, Lz; Diaz-Araya, G.h
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El receptor de tipo Toll-4 (TLR4) y los receptores de cininas (B1R y B2R)
estan presentes en el tejido cardiaco; median la respuesta inflamatoria y
participan en el proceso de reparacion posterior al dafio. En los fibroblastos
(FC) y miofibroblastos cardiacos (MFC), demostramos que la activacion de
TLR-4 por LPS induce la expresion de B1R. Por otro lado, en estas mismas
células demostramos que las cininas (BK y DAKD) al unirse a sus respectivos
receptores, activan las vias de sefializacion intracelular que conducen a la
reduccion de los niveles de colageno |, a través de eNOS y de las COXs (por
produccion de NO y de PGl,). Por lo tanto, el objetivo de esta propuesta fue
demostrar que TLR-4 induce la expresion de COX-1, COX2 e iNOS,
potenciando la cascada transduccional activada por cininas.

Los FC y MFC se obtuvieron de ratas Sprague-Dawley neonatas, se
estimularon con LPS (1 pg/ml, 0-72 horas), y posteriormente se realizé IWB
para determinar los niveles de COX-1, COX-2 e iNOS. También se midieron
los niveles de coldgeno | al pretratar FC y MFC con LPS (24 y 48 horas)
estimulados con DAKD (10 pM) durante 48 horas. Los resultados mostraron
que LPS aumentd los niveles de COX1, COX2 e iNOS, de forma tiempo
dependiente en ambos fenotipos celulares. Del mismo modo, el
pretratamiento con LPS y su posterior estimulaciéon con DAKD produjeron
una mayor reduccion de los niveles de coldgeno | en FC respecto de aquellos
solo estimulados con DAKD.
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077. ALTERACION DE LA PERMEABILIDAD DE iLEON DE RATA POR ACCION
DE POLY(I:C), AGONISTA DE TLR3 (Alteration of rat ileum permeability
induced by poly(l:C), an agonist of TLR3).
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El intestino es un 6rgano altamente expuesto a microorganismos, que ha
desarrollado un sistema de barrera contra patégenos como bacterias y
virus. Esta barrera es un punto critico de patologias como la enfermedad de
Crohn vy colitis ulcerosa, que tienen en comun el aumento de la
permeabilidad intestinal. Por otra parte, se ha descrito que la cascada de
sefializacion del receptor tipo Toll 3 (TLR3, que reconoce antigenos virales)
estd involucrada en la funcidn barrera de otros tejidos. Asi fue demostrado
en cultivos primarios de células de epitelio nasal y en barrera
hematoencefélica. Ademas, se sabe que TLR3 se expresa en células
epiteliales del intestino, sin embargo hasta hace poco se desconocia su
funcién en la barrera intestinal. Nuestro grupo demostré que poly(l:C),
agonista de TLR3, disminuye significativamente y de manera aguda la
permeabilidad de colon a macromoléculas (40 KDa). Por otra parte, el
intestino delgado presenta una permeabilidad basal mayor a la de colon. El
ifleon es el segmento de intestino delgado con la mayor poblacién
microbiana. Nuestro objetivo fue evaluar la funcién de TLR3 en la
permeabilidad de ileon de rata utilizando poly(I:C), y empleando la cdmara
de Ussing. Una dosis de 200 pg/mL de poly(l:C) disminuyé la resistencia
eléctrica transepitelial (RET) de manera significativa a los 60 y 90 minutos de
incubacion, indicando que este ligando induce un aumento agudo de la
permeabilidad de ileon.
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Este resultado sugiere que existe una diferencia funcional en la sefializacion
de TLR3 entre ileon y colon frente a un analogo viral.

Agradecimientos: Fondecyt 1130213

Patrocinante: Julio-Pieper, M.

078. LPS PREVIENE LA PERDIDA DE VIABILIDAD DE FIBROBLASTOS
CARDIACOS INDUCIDA POR ISQUEMIA/REPERFUSION SIMULADA: ROL
PROTECTOR DEL TLR4 (LPS prevents lost of cardiac fibroblast viability
induced by ischemia/reperfusion: protective role of TLR4).
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Nuestro trabajo estudio la capacidad cito-protectora ejercida por LPS sobre
fibroblastos cardiacos (FC) sometidos a un modelo de isquemia/reperfusién
in vitro (1/R) e indago las vias transduccionales implicadas en este efecto.

FC de ratas neonatas fueron sometidos a 8/16 h de I/R, y se evalud el efecto
del pre-condicionamiento con LPS durante 16 y 24 h antes de la I/R, y el
efecto de LPS durante la isquemia, la reperfusion o ambos, es decir I/R. La
viabilidad celular se evalué mediante MTT y conteo celular; y se determind
mediante western blot los niveles de las procapasas 8 y 3. El pre-
condicionamiento con LPS durante 24 o 16 h, y el tratamiento durante la
isquemia o reperfusién, no mostré un efecto cito-protector al dafio
producido por isquemia/reperfusion. Sin embargo, LPS mostré un efecto
citoprotector cuando se incubd de manera conjunta durante la isquemia y la
reperfusion. Utilizando diversos inhibidores de las vias activadas por LPS,
demostramos que el efecto cito-protector es mediado a través del receptor
TLR4 y las vias de sefializacion PI3K/Akt y ERK1/2. La I/R también activé el
procesamiento de las procaspasas 8 y 3; sin embargo, la activacion de TLR4
por LPS previno, el procesamiento de las procaspasa 8 y 3 inducido por I/R.
Del mismo modo, las vias PI3K/Akt y ERK1/2 participan en la prevencién del
procesamiento de la procaspasa 8 ejercido por LPS, pero no tienen efecto
en la activacion de la caspasa 3.

Conclusion: los resultados dan cuenta del efecto cito-protector vy
antiapoptético ejercido por LPS a través de TLR4 via PI3K/Akt y ERK1/2
frente a la muerte de FC inducida por I/R.
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079. PENTAMIDINA ANTAGONIZA EL EFECTO DE BENZNIDAZOL EN UN
MODELO IN VIVO DE INFECCION POR TRYPANOSOMA CRUZI (Pentamidine
antagonizes the effect of benznidazole in an in vivo model of Trypanosoma
cruzi infection).
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Pentamidina, diamina aromatica utilizada en el tratamiento de leishmaniasis
y tripanosomiasis africana, presenta actividad anti-T. cruzi (agente causal de
la enfermedad de Chagas), y bloquea el transporte de poliaminas necesarias
para la formacion de tripanotion, principal agente antioxidante del pardsito.
El tratamiento actual de la enfermedad de Chagas se basa en el uso de dos
farmacos (benznidazol y nifurtimox), pero su efectividad es limitada en
casos cronicos y, ademas, presentan reacciones adversas que llevan al
fracaso terapéutico en pacientes con cuadro agudo. El objetivo de este
estudio es determinar el efecto de la combinacién entre pentamidina y
benznidazol, en un modelo in vivo de infeccién con T. cruzi. Ratones BALB/c
fueron infectados con tripomastigotes de T. cruzi (cepa Y). Al cuarto dia post
infeccion se inicia el tratamiento de 10 dias con benznidazol (BNZ, 5y 20
mg/kg/dia PO) solo o combinado con pentamidina (PTM, 4 mg/kg/dia IP).
Como pardmetro de efectividad se evalué sobrevida, parasitemia, carga
parasitaria mediante qPCR e infiltrado inflamatorio mediante histopatologia
en tejido cardiaco. La combinacion con pentamidina disminuyé la
efectividad de BNZ-5 mg/kg. La sobrevida media para el grupo control fue
de 14 dias, mientras que para BNZ-5 fue de 17 dias (p<0.05 respecto al
control). BNZ-5+PTM presenté una sobrevida de 15 dias. BNZ-5+PTM
también tuvo significativamente mayor parasitemia que BNZ-5 al dia 14
(p<0.05). Por otra parte, pentamidina no modificé el efecto antichagasico
de benznidazol 20 mg/Kg. Pentamidina antagoniza la actividad
antichagasica de benznidazol en este modelo in vivo de infeccion.
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080. EFECTO DEL ACIDO a-LIPOICO SOBRE LA VIABILIDAD DE
MACROFAGOS RAW 264.7 (Effect of a-Lipoic Acid on RAW 264.7
macrophage viability).
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La via de la 5-lipoxigenasa, (5-LOX) ha demostrado tener un rol importante
en la sobrevida y crecimiento de algunas lineas celulares, en este sentido se
demostrd que para macrdéfagos murinos RAW 264.7, zileuton, un conocido
inhibidor de la 5-LOX presentd un valor de ICso de 50 1M sobre la viabilidad
de estas células (Nieves and Moreno et al 2006). Por otra parte, trabajos
previos en nuestro laboratorio han demostrado que Acido a-lipoico (AL)
posee similitud estructural con el LTA,, sustrato endégeno para la sintesis
de todos los leucotrienos bioactivos, ademds, nuestros resultados han
demostrado un potente efecto inhibidor del dcido a-lipoico sobre la sintesis
de leucotrienos utilizando enzimas recombinantes o fracciones
subcelulares. En este trabajo se estudid el efecto del 4cido a-lipoico sobre la
viabilidad de células RAW 264.7

Nuestros resultados indicaron que el valor de ICso sobre la viabilidad de
células RAW tratadas con AL fue cercano a 90 uM, dato comparable con el
obtenido con zileuton por otros investigadores, interesantemente, al éster
metilico de acido a-lipoico, no mostré efecto sobre la viabilidad en este tipo
de células.
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Actualmente nos encontramos evaluando si la disminucién de la viabilidad
celular inducida por AL puede ser revertida por LTB4 y LTC4.
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081. EFECTO DEL ACIDO ALFA-LIPOICO SOBRE LA ACTIVIDAD CATALITICA
DE LA LEUCOTRIENO A, HIDROLASA RECOMBINANTE HUMANA (Effect of
alpha-lipoic acid on catalytic activity of human leukotriene A4 hydrolase).
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Los leucotrienos son una familia de mediadores lipidicos asociados a
procesos inflamatorios agudos y crénicos. El leucotrieno By, corresponde a
unos de los productos de la cascada de la via 5-lipoxigenasa, y es un
poderoso agente quimioatrayente, cuya sintesis es catalizada por la
leucotrieno A4 hidrolasa (LTA;H). Ademds de su actividad epoxido hidrolasa
también presenta actividad aminopeptidasa. Los sustratos enddgenos para
esta enzima son el leucotrieno A, (LTA,) y el péptido Prolina-Glicina-Prolina
(PGP). Por lo que, moléculas estructuralmente similares a estos sustratos
podrian modular la actividad catalitica de esta enzima. Nuestro grupo de
investigacion ha demostrado que el compuesto enddgeno, acido lipoico
(AL), es capaz de inhibir otras enzimas para la que LTA, es sustrato, por lo
que postulamos que AL es capaz de inhibir la actividad catalitica de la LTA;H.
Para evaluar el efecto del AL sobre la actividad aminopeptidasa se utilizé la
leucotrieno A, hidrolasa recombinante humana y el sustrato trazable L-
alanina-p-nitroanilida. El resultado mostré que AL inhibe potentemente la
actividad aminopeptidasa. Con el objetivo de determinar si AL es capaz de
inhibir otras aminopeptidasas, se evalud la capacidad de hidrolizar tanto L-
alanina-p-nitroanilida como caseina por parte de aminopeptidasas de
membrana y de citosol de células tumorales de pulmén (H-1975) y
termolisina respectivamente. En contraste con lo observado con LTA4H, AL
no fue capaz de inhibir la actividad aminopeptidasa de los otros sistemas.
Actualmente se estd evaluando el efecto de acido a-lipoico sobre la
actividad epdxido hidrolasa y del lipoato metil-ester sobre ambas
actividades enzimdticas.
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082. TGF-B1 INDUCE LA DIFERENCIACION DEL FIBROBLASTO CARDIACO A
TRAVES DE LA REGULACION DE FOXO1 Y FOXO3A (TGF-B1 induces cardiac
fibroblast differentiation through the regulation of FoxO1 and FoxO3a).
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Los fibroblastos cardiacos (FC) son los principales responsables de la
secrecion de componentes de matriz extracelular en el tejido cardiaco, y
como consecuencia de algun dafio se diferencian a un fenotipo mucho mas
activo y secretor denominado miofibroblasto. TGF-B1 es crucial para la
diferenciacion del FC y por ende para la promocidn de fibrosis cardiaca. Las
proteinas FoxO son factores de transcripcidn que actian junto a TGF-B1 en
variadas circunstancias pato-fisioldgicas. Nosotros quisimos determinar la
participacion de FoxO1 y FoxO3a en la diferenciacion de FC de rata neonata
inducida por TGF-B1. Nuestros resultados indican que TGF-B1 (10ng/mL,
48h) indujo la diferenciacion del FC, aumentando los factores profibroticos,
colageno I, CTGF, p21°" y a-SMA (por Westernblot) y promoviendo un
efecto citostatico, en FC estimulados con suero fetal bovino (por conteo
celular y citdmetro de flujo). Coincidente con la diferenciacion del FC, TGF-
Bl indujo el aumento de FoxOl y la degradacion de FoxO3a (por
Westernblot). El silenciamiento génico de FoxO1 (siRNA) evito el efecto
profibrético y citostatico de TGF-B1 en FC. Sorprendentemente, la
degradacion de FoxO3a por TGF-B1 fue inhibida al silenciar FoxO1,
indicando la importancia de dicha proteina en la regulacién de FoxO3a en
FC. Contrariamente, el silenciamiento génico de FoxO3a potencié el efecto
profibrético y citostatico de TGF-B1 en FC, sin afectar el nivel de FoxO1.
Nuestros resultados sugieren que TGF-B1 regula positivamente a FoxO1 y
negativamente a FoxO3a, involucrandolos directamente en la diferenciacion
del FC. Finalmente FoxOl y FoxO3a asoman como hipotéticos nuevos
blancos farmacoldgicos para la fibrosis cardiaca.
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083. LA BIOENERGETICA MITOCONDRIAL DE CELULAS TUMORALES DE
MAMA ES AFECTADA POR UNA ISOQUINOLINQUINONA (Mitochondrial
bioenergetics of breast cancer cells is affected by an isoquinolinequinone).
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El metabolismo tumoral ha surgido como un interesante blanco para atacar
las células neopldsicas. En este trabajo demostramos que una
isoquinolinquinona (MQ) es capaz de afectar la bioenergética mitocondrial
disminuyendo la proliferacion de células tumorales de mama, ademads, este
afecto es incrementado al combinarlo con 2-desoxiglucosa (2-DG). Con el
propdsito de evaluar el efecto del compuesto MQ sobre la bioenergética
mitocondrial, se midid la velocidad de consumo de O, (OCR) celular como un
indicador de la fosforilacién oxidativa utilizando un XF96 Extracellular Flux
Analyzer (SeahorseBioscience) en células tumorales MCF-7 y MDA-MB-231.
MQ produce cambios en los estados respiratorios mitocondriales en las
células tumorales, que se refleja en un incremento en OCR basal, una
disminucidn significativa de la maxima respiraciéon mitocondrial y del ATP-
linked OCR.
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Se evaluaron los efectos de MQ sobre los principales parametros
bioenergéticos: MQ disminuye los niveles de ATP y NAD(P)H totales, con
respecto al control, y produce un colapso del AYm en las lineas tumorales
de mama tras 2 horas de exposicion. Ademas perturbaciones a nivel
mitocondrial pueden aumentar la produccion de ROS, por lo que
estudiamos el efecto de MQ sobre este. El compuesto produce un
incremento significativo de los niveles de ROS mitocondrial, en relacion al
control, en ambas lineas tumorales tras 2 horas de exposicidn.
Interesantemente, la combinacion de MQ con el inhibidor glicolitico, 2-DG,
es mas eficaz en disminuir la proliferacion de las células tumorales que
ambos agentes por si solos, y con un efecto mas atenuado en la linea
normal MCF10A.
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084. ESTUDIO DE DESACOPLANTES MITOCONDRIOTROPICOS DERIVADOS
DE ACIDO 2-HIDROXI BENZOICO COMO AGENTES CITOTOXICOS EN
CELULAS DE CANCER DE MAMA HUMANAS (Study of mitochondriotrophic
uncouplers derived from 2-hidroxybenzoic acid as citotoxic agents in human
breast cancer cells).
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Estudios previos demostraron que derivados del acido gélico unidos a
trifenilfosfonio mediante una cadena alifatica de diez carbonos son
efectivos agentes citotdxicos, desacoplando la fosforilacion oxidativa en
células de cancer de mama murinas. En el presente trabajo se muestra
dicho efecto en células de cdncer de mama humano y también se ilustra la
relacion estructura-actividad de otros derivados de este compuesto. Se
analizaron derivados mono- y di-hidroxilados del acido 2-hidroxibenzoico en
diferentes lineas celulares que se diferencian en su perfil metabdlico y en la
expresion de receptores de crecimiento y hormonales. Se observé que
todos los nuevos derivados presentaron un mayor efecto citotdxico que los
previamente estudiados, debido a una mayor actividad desacoplante de la
fosforilacién oxidativa. En forma exhaustiva fueron estudiadas las lineas
celulares, MCF7 y su variante metastdsica MDA-MB-231, la cual posee un
fenotipo altamente glicolitico. Se evidencié que los derivados presentan un
tropismo mitocondrial, afectando las funciones de este organelo debido a
que provocan una disminucién del potencial de transmembrana, lo que
conlleva a una disminucién de la razén NAD(P)H/NAD(P)* y una caida del
ATP total, parcialmente compensada por la actividad adenilato kinasa y la
actividad AMP-kinasa. Como consecuencia, se desencadena una muerte de
tipo apoptética. Ademds, se observd que los derivados son capaces de
inhibir la migracion celular en la linea metastésica. Como conclusién, todas
las moléculas analizadas presentaron actividad citotdxica en células de
cancer humanas vy la modificacion del grupo farmacéforo aumenté dicha
actividad.
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085. PRODUCCION DE ROS MITOCONDRIAL INDUCIDO POR UNA TERPENIL
NAFTOQUINONA: IMPLICANCIAS EN LA PROLIFERACION DE CELULAS DE
CANCER DE MAMA (Mitochondrial ROS production induced by a terpenyl
naphtoquinone: Implications on proliferation of breast cancer cell).
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6-(4-metil-pent-3-enil)-1,4-naftoquinona (MPENQ) afecta la proliferacion de
diferentes tipos de células tumorales, sin embargo, el mecanismo por el cual
ejerce su accion no ha sido aun determinado. La mitocondria es reconocida
por controlar la viabilidad, produccién de ROS y energia celular. Nosotros
hipotetizamos que MPENQ inhibe la proliferacion en células tumorales por
elevada producciéon de ROS a nivel mitocondrial. Para evaluar esto, se
utilizaron células de cédncer de mama humano MCF7 y su variante
metastasica MDA-MB-231, exhibiendo un efecto antiproliferativo con
valores de ICsp menores de 20uM. La comparacidn con la linea de epitelio
mamario normal MCF10A demuestra que MPENQ es selectivo para las
células tumorales a 5 y 10uM. El efecto sobre el metabolismo celular y el
consumo de oxigeno fueron evaluados mediante un Analizador de Flujo
XF°96. MPENQ inhibié significativamente la respiracion maxima
mitocondrial, sugiriendo una interaccion con la cadena transportadora de
electrones (CTE). En mitocondrias aisladas de células de adenocarcinoma
mamario TA3/Ha, MPENQ inhibié el flujo de electrones de la cadena
respiratoria a nivel de los Complejos | y Il. Consistente con esto, MPENQ
disminuyd los niveles intracelulares de ATP y aumentd la produccion de
superéxido mitocondrial. Ademas, afecté la viabilidad a las 24h,
produciendo muerte celular apoptdtica. La presencia de N-acetilcisteina y
catalasa durante 48h de cultivo previno el efecto antiproliferativo de
MPENQ, sugiriendo que su efecto estd mediado por la generacion de ROS.
En conclusién, MPENQ disminuye la proliferacién de células tumorales por
inhibicion de la CTE con incremento de los niveles de ROS, produciendo
apoptosis.
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086. EFECTOS DE DELFINIDINA SOBRE EL TRANSPORTE INTESTINAL DE
GLUCOSA Y SENALIZACION MEDIADA POR CALCIO EN ENTEROCITOS
(Effects of delphinidin on intestinal glucose transport and calcium mediated
signaling in enterocytes).
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Las antocianidinas, un tipo de flavonoides presentes en las frutas, han
demostrado poseer efectos antihiperglicemiantes en animales y humanos.
Su mecanismo de accidn ha resultado dificil de explicar ya que poseen una
escasa biodisponibilidad in vivo; sin embargo, posterior a su ingesta,
alcanzan concentraciones suficientes en el intestino como para generar un
efecto local sobre el epitelio. Evaluamos el efecto de la antocianidina
delfinidina sobre la absorcion de glucosa en preparaciones intestinales ex-
vivo de ratones RF/J.
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Se aislaron anillos evertidos de yeyuno, los cuales fueron estimulados con
vehiculo, delfinidina, o florizina, un inhibidor del transporte de glucosa
intestinal, para luego medir la captacion de glucosa marcada
radiactivamente en un contador de centelleo. Con el fin de estudiar un
posible mecanismo de sefializacion celular gatillado por delfinidina en el
intestino, utilizamos cultivos de la linea celular humana similar a enterocito
HT-29. Las células adheridas fueron cargadas con la sonda de calcio FURA-2
para luego ser estimuladas con delfinidina y registrar mediante microscopia
en célula unica los cambios producidos en las concentraciones intracelulares
de calcio. Los experimentos de transporte en yeyuno de ratéon mostraron
que delfinidina es capaz de inhibir la captacidon intestinal de glucosa,
mientras que los resultados en células en cultivo muestran que delfinidina,
aun en concentraciones bajas, induce la aparicion de oscilaciones de calcio
intracelular, cuyas caracteristicas sugieren la activacion de un receptor
farmacoldgico. Estos resultados podrian explicar parte del efecto
antihiperglicemiante del consumo de antocianidinas y contribuyen a
dilucidar los posibles mecanismos de sefializacion involucrados.
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087. LA ACTIVACION DEL RECEPTOR Bl DE CININAS INDUCE LA
MIGRACION E INHIBE LA PROLIFERACION DE QUERATINOCITOS HUMANOS
NEOPLASICOS (Stimulation of the kinin B1 receptor induces migration and
inhibits cell proliferation of neoplastic human keratinocytes).

Matus C.E.1’3; Pavicic, M‘F‘3; Ehrenfeld, P.a; Budinich, E‘S, Andrade, V.a;
Sarmientos, J.M.z; Burgos, R.A.l; Figueroa, c.Dn.?

nstituto  de Farmacologia y Morfofisiologia, Facultad de Ciencias
Veterinarias, Universidad Austral de Chile, Chile. %nstituto de Fisiologia,
Facultad de Medicina, Universidad Austral de Chile, Chile. 3Instituto de
Anatomia, Histologia y Patologia Universidad Austral de Chile, Chile.
(matus.carola@gmail.com).

Estudios realizados en piel humana normal han demostrado que los
queratinocitos humanos expresan los receptores B1 (RB1) y B2 (RB2) de
cininas. Nuestros estudios muestran que la estimulacion de estos
receptores activan mecanismos de sefializacidn intracelular, involucrados en
multiples procesos bioldgicos como proliferacion y diferenciacion celular,
migracion y cancer. La presencia del RB1 en queratinocitos humanos
neopldsicos se ha demostrado sélo mediante ensayos de union del agonista
B1 radiactivo, el que se caracteriza por su baja afinidad al receptor. Nuestro
objetivo fue determinar la presencia del RB1 en la linea celular de
queratinocitos humanos neopldsicos A431 y su efecto sobre vias de
sefializacion intracelular, proliferacién y migracion. Mediante western blots,
inmunocitoquimica y RT-PCR determinamos que las células A431 expresan
el RB1 y que su estimulacion produce la transactivacion del receptor del
factor de crecimiento epidérmico (EGFR) y la sucesiva fosforilacion de las
MAPK ERK1/2. Estos eventos fueron bloqueados por el inhibidor de la
tirosina quinasa intrinseca del EGFR, AG1478. La estimulaciéon del RB1
incrementd la actividad migratoria de las células A431, pero no modificé la
incorporacién de bromodeoxiuridina. Es mas, la estimulacion tanto con el
agonista B1 como B2 result6 en una proliferacién menor a la observada en
las células no estimuladas. La estimulaciéon del RB1 en células A431
desencadena la activacidn de vias de sefializacion tales como MAPK ERK1/2
a través de la transactivacion del EGFR. El RB1 puede ser importante en la
modulacién de la migracidn de queratinocitos neoplésicos y en el control de
su tasa de proliferacion.
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088. LA REPROGRAMACION METABOLICA SENSIBILIZA A EFECTOS ANTI-
TUMORALES MEDIADOS POR LA INHIBICION DE LA BIOENERGETICA
MITOCONDRIAL EN CELULAS DE CANCER DE MAMA (Metabolic
reprogramming sensitizes to anti-cancer effects mediated by mitochondrial
bioenergetics inhibition in breast cancer cells).
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El remodelamiento metabdlico en células tumorales favorece la metastasis
y resistencia a la muerte celular. Desde un estudio de relacion estructura-
actividad, identificamos a la quinona F4 como un nuevo inhibidor del
complejo I. El efecto de F4 sobre el metabolismo de células de céncer de
mama humano MCF7 y MDA-MB-231 fue evaluado en tiempo real usando
un XF96e extracellular-analyzer. En ambas lineas celulares, F4 inhibié la
respiracion mitocondrial basal y la respiracion desacoplada, confirmando su
interaccion con la cadena transportadora de electrones (ETC).
Interesantemente, la inhibicion de la bioenergética mitocondrial produjo un
aumento de acidificacion del medio extracelular, sugiriendo un temprano
remodelamiento metabdlico hacia la glicolisis. Ademds, F4 disminuyd la
proliferacion en células tumorales, siendo revertida por la incubacién con
metil-succinato, un sustrato mitocondrial que restituye el flujo de
electrones desde el complejo Il. Los niveles de ATP intracelulares fueron
disminuidos a un tiempo corto de exposicion, siendo normalizados
posteriormente. El efecto anti-proliferativo de F4 fue disminuido por la
presencia de glucosa, sugiriendo un predominio de la glicolisis en el
metabolismo celular. La activacién indirecta de PDH via inhibicién de PDK
por dicloroacetato reprograma el metabolismo glicolitico hacia la obtencion
de ATP por la fosforilacion oxidativa (OXPHOS); células MCF7 y MDA-MB-
231 con esta reprogramacion fueron sensibilizadas al efecto
antiproliferativo de F4 en presencia de alta glucosa. En conclusion, nuestros
resultados muestran que la reprogramacion metabdlica hacia la OXPHOS en
presencia de la inhibicidn de la bioenergética mitocondrial es una estrategia
de interés para el desarrollo de la farmacologia del cancer.
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089. LA ESTIMULACION DEL RECEPTOR B1 DE CININAS EN CELULAS QUE
PARTICIPAN DEL MICROAMBIENTE TUMORAL INDUCE LA
EXPRESIéN/SECRECIéN DE VEGF Y METALOPROTEASAS (Stimulation of
kinin Bl receptor expressed by cells that are part of tumor
microenvironment induce the secretion/expression of VEGF and
metalloproteases).
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La interaccion entre células tumorales y su microambiente facilita la
progresidon tumoral estimulando procesos tales como la angiogénesis y la
degradacion de la matriz extracelular. La participacion del receptor B1 de
cininas (RB1), cuya expresion aumenta en procesos inflamatorios o de
injuria celular, eventos muy relacionados a las neoplasias, aun no ha sido
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evaluada. Nuestro objetivo fue determinar si la estimulacién del RB1 con su
agonista Lis—des[ArgQ]bradicinina (LDBK), induce la secrecién/expresion de
VEGF (factor de crecimiento vascular endotelial) y de metaloproteasas 2y 9,
en células que forman el microambiente tumoral (neutréfilos, macréfagos,
fibroblastos, células endoteliales). Las células fueron estimuladas con LDBK
y se observo mediante western blots y ELISA un aumento en la expresion y
secrecion de VEGF en neutréfilos, macrofagos, fibroblastos, células
endoteliales y células de cédncer de mama, MCF-7. Para evaluar si la
liberacion de este factor induce brotes angiogénicos se realizaron cultivos
3D, en que esferoides de células endoteliales embebidos en matriz de
colageno fueron estimulados con medio condicionado de células MCF-7
estimuladas con LDBK. Este disefio mostré que los medios condicionados
estimulan la generacion de yemas angiogénicas. Como control se utilizaron
medios condicionados obtenidos desde células MCF-7 en que se silencio el
RB1 con un siRNA comercial. Ademds, la estimulacién de células del
microambiente  tumoral con LDBK aumenta la liberacién de
metaloproteasas. El RB1, expresado por las diferentes células del
microambiente tumoral, modula la expresion y secrecion de VEGF y
metaloproteasas 2 y 9, favoreciendo la angiogénesis y la diseminacion
tumoral.
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090. EVALUACION PRECLINICA ANTITUMORAL DE CATIONES LIPOFILICOS
DESLOCALIZADOS DERIVADOS DEL ACIDO GALICO (Preclinical antitumor
evaluation of delocalized lipophilic cations gallic acid derivatives).
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Derivados alquilicos del &cido gélico conjugados con el catién TPP', se
acumulan selectivamente en la mitocondria de células tumorales, guiados
por su mayor potencial de membrana. Estos compuestos presentan un
efecto desacoplante en células de adenocarcinoma mamario de ratén
TA3/Ha, que conlleva a una disminucién en la sintesis de ATP acoplada al
sistema de fosforilacion oxidativa, y posteriormente a la muerte celular. En
este trabajo se determiné el efecto antitumoral de TPP*Cyoy TPP'Cy; en un
modelo murino singénico. Los animales fueron administrados via i.p. por 28
dias con 10 mg/kg peso corporal cada 48 h. Los compuestos no producen
toxicidad sistémica a la dosis evaluada. Ambos compuestos disminuyen el
crecimiento tumoral respecto al grupo control, siendo significativo a partir
del dia 18 para TPP"Cy, produciendo un porcentaje de sobrevida del 70%
hasta el dia 40 post inoculacién. Este efecto, es debido a TPP*Cy0(Cy,) y no al
acido galico sélo. Ambos compuestos reducen los niveles de Ki-67 y PCNA
(marcadores de proliferacién celular). Ademas, TPP*Cyo aumenta los niveles
de caspasa 3 activa, indicando muerte celular in vivo. A nivel mitocondrial,
TPP*Cy disminuye la sefial de TOMM-20 indicando disminucién de la masa
mitocondrial, ademds produce alteracion en la intensidad de fluorescencia
de NAD(P)H y de TMRM, indicando una alteracién en el estado redox
mitocondrial 'y el potencial de transmembrana mitocondrial,
respectivamente.

En conclusion, los cationes derivados de acido galico impiden el crecimiento
tumoral in vivo, aumentan la sobrevida de ratones portadores de tumor, sin
efectos tdxicos sistémicos.
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091. IDENTIFICACION DE UN AGENTE DESACOPLANTE DE LA
FOSFORILACION OXIDATIVA CON EFECTOS ANTI-PROLIFERATIVOS EN
CELULAS DE CANCER DE MAMA (Identification of an uncoupling agent of
oxidative phosphorylation with anti-proliferative effects on breast cancer
cells).
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Las células tumorales exhiben la capacidad de remodelar su metabolismo
dependiendo de la disponibilidad de sustratos, favoreciendo una alta tasa
proliferativa y alta capacidad invasiva. Ademas, la mitocondria cumple un
rol importante en el establecimiento de éstas caracteristicas tumorales. Nos
propusimos identificar nuevos compuestos capaces de afectar la
proliferacion dependiente de la glicdlisis o glutamindlisis en células
tumorales. Células de cancer de mama humano MDA-MB-231, que presenta
un fenotipo triple negativo, metastasico y con elevada capacidad de
remodelamiento metabdlico, fueron expuestas bajo condiciones de alta
glucosa (25mM) y galactosa (10mM), dos condiciones donde predomina un
maéximo metabolismo glicolitico y oxidativo, respectivamente, y a las 48h
fue evaluado el efecto de los compuestos sobre la proliferacion. Se calculd
el indice de “compuestos sensibilizadores de nutrientes” Sglu/gal. Un valor
positivo de Sglu/gal, identificé a compuestos que inhiben la proliferacién
por accién mitocondrial y un valor negativo de Sglu/gal, indicé compuestos
que inhiben la glicdlisis. Entre todos los compuestos evaluados,
hidroquinona P1 exhibié el mayor valor Sglu/gin=+1.51, sugiriendo que
afecta la proliferacion mantenida por el metabolismo mitocondrial.
Consistente con esto, en mitocondrias aisladas P1 produjo aumento de la
respiracion mitocondrial en estado 4o sin inhibicion de la respiracién en
estado 3app, Y este efecto fue altamente dependiente de la fluidez de la
membrana mitocondrial, sugiriendo que es un agente desacoplante
protondforo de la fosforilacion oxidativa (OXPHOS). Efectos sobre niveles de
ATP y proliferacion fueron dependientes de la disponibilidad de glucosa. En
conclusion, se presenta un nuevo agente desacoplante de OXPHOS con
efectos anti-tumorales.
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092. EFECTO DESACOPLANTE MITOCONDRIAL DE LOS ACIDOS GENTISICO Y
PROTOCATECUICO UNIDOS A CATIONES LIPOFILICOS DESLOCALIZADOS Y
SU POTENCIAL CITOTOXICIDAD EN CELULAS DE CANCER MAMARIO
HUMANO (Mitochondrial uncoupling effect of gentisic and protocatechuic
acids linked to delocalized lipophilic cations and their potential cytotoxicity
in human breast cancer cells).
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El mitocondrién ha sido recientemente reconocido como potencial blanco
molecular en el tratamiento del céancer, dado que exhibe un potencial de
transmembrana (PTM) significativamente mayor en las células tumorales y
por tanto seria mas susceptible de ser atacado con derivados catidnicos
lipofilicos deslocalizados con trifenilfosfonio (TPP*). Resultados previos de
nuestro laboratorio mostraron que derivados TPP* del acido galico (C;oTPP")
son citotoxicos y eficaces desacoplantes de la generacion de PTM en células
de cancer de mama de ratdn (TA3/Ha). Con el objetivo de incrementar la
eficiencia y la eficacia citotdxica, se sintetizaron nuevos derivados TPP", los
acidos gentisico (GA) y protocatecuico (PCA), y se evaludé su potencial
citotoxicidad en diferentes lineas celulares humanas de cancer de mama.
Los resultados muestran que, en comparacién con el acido galico, GA-TPP" y
PCA-TPP" poseen mayor potencia citotdxica en todas las lineas celulares
ensayadas. De manera similar, GA-TPP* y PCA-TPP" son mas eficaces que el
C10TPP* en desacoplar la generacién de PTM, tanto en células altamente
oxidativas como en aquellas preferentemente glicoliticas. Ambos derivados
indujeron, ademas, una caida de ATP sin alterar el estado redox celular.
Finalmente, ambas moléculas indujeron una activacion de la apoptodsis
intrinseca, evidenciada por incrementos en la tincion con anexina V y en la
activacion de las caspasas 3 y 8. En base a nuestros resultados, postulamos
que los derivados de GA-TPP* y PCA-TPP' alteran el funcionamiento
mitocondrial, y que tal efecto podria subyacer su citotoxicidad frente a las
células de cancer de mama.
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093. EL ACIDO 3,4-DIHIDROXIFENILACETICO, UN METABOLITO
MICROBIANO DERIVADO DE QUERCETINA PREVIENE EL ESTRES OXIDATIVO
Y DISFUNCION MITOCONDRIAL INDUCIDO POR COLESTEROL EN CELULAS
B-PANCREATICAS (3,4-dihydroxyphenylacetic acid, a microbiota-derived
metabolite of quercetin, prevents the oxidative stress and mitochondrial
dysfunction in pancreatic B-cells).
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El colesterol cumple un papel importante en la induccién de la disfuncién de
las células B-pancreaticas por medio de la generacidn de estrés oxidativo.
Esta disfuncion se caracteriza por una deteriorada capacidad de secrecion
de insulina en respuesta a glucosa. El acido 3,4 dihidroxifenilacético (ES) es
un metabolito microbiano de quercetina y otros flavonoles, que ha sido
escasamente estudiado y que presenta propiedades antioxidantes. El
objetivo de este estudio fue determinar el efecto protector de ES contra el
estrés oxidativo y la disfuncion mitocondrial inducido por colesterol en
células B-pancreaticas. En células Min-6, incubadas por 6 horas con
colesterol o con colesterol en presencia de ES, se determind el estrés
oxidativo (ROS con DCHF; radicales anién superdxido en citosol vy
mitocondria con DHE y MitoSox, respectivamente; lipoperoxidacion por
medio de TBARS; actividad enzimas antioxidantes) y la disfuncion
mitocondrial (niveles de ATP, potencial de membrana mitocondrial (MMP),
actividad de complejos | y I, consumo de oxigeno). ES previno la formacion
de ROS y la disminucién de la actividad de superéxido dismutasa y glutation
peroxidasa, junto con disminuir la lipoperoxidacion inducida por colesterol.
ES también protegid contra la disfuncion mitocondrial inducida por
colesterol, previniendo la disminucién de ATP, MMP, consumo de oxigeno y
actividad del complejo I. ES protege a células B-pancreaticas contra el dafio
inducido por colesterol, al prevenir el estrés oxidativo y disfuncion
mitocondrial. ES surge como molécula de interés farmacoldgico al promover
una proteccion contra el deterioro de la funcidn pancreatica en sujetos una
dieta alta en colesterol.
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094. ASOCIACION ENTRE EL ESTRES OXIDATIVO (EOX) Y EL ESTRES DE
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(Association between liver oxidative stress and endoplasmic reticulum
stress in hyperthyroid state).
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El EOX inducido por la hormona tiroidea (T3) en el higado involucra la
oxidacién de proteinas, proceso que implica su despliegue con pérdida de la
estructura secundaria y terciaria, lo que provoca inestabilidad del proteoma
y el gatillamiento del ERE. El objetivo de este estudio fue determinar si el
EOX inducido por la administracion de T; se asocia al ERE mediante la
evaluacion de la via de sefializacién de PERK en higado de rata. Los animales
fueron tratados con T3 (0,1 mg/Kg de peso) por 3 dias consecutivos. Se
determind expresion de PERK y elF2a fosforiladas y no fosforiladas
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y niveles de GSH (método de Tietze). La administracion de T3 produjo un
incremento estadisticamente significativo en los niveles de POx y 8-
isoprostanos hepaticos (p<0,05), la disminuciéon en los niveles de GSH
(p<0,05) hepaticos, sin cambios significativos en los niveles séricos de GOT,
en animales tratados en relacién a los controles. Se determiné el efecto
sobre la relacién PERK fosforilado/PERK no fosforilado observédndose un
aumento en esta relacion en los animales tratados con T3 en comparacion a
los controles (p<0,05), junto con un aumento en la relacién elF2a
fosforilado/elF2a no fosforilado. Se concluye que el EOX inducido por la
hormona tiroidea se asocia al ERE, evidenciado por la activacion de la via de
sefializacion de PERK.
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095. EFECTOS DE LA SUPLEMENTACION CON OMEGA 3 EN EL ESTADO
REDOX DE TESTICULOS DE RATA SOMETIDOS A HIPOXIA HIPOBARICA
INTERMITENTE (Effect of supplementation with omega 3 in redox status of
rat testis subjected to intermittent hypobaric hypoxia).
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La hipoxia hipobarica intermitente (IHH) induce cambios en el estado redox
a nivel testicular, los cuales se presentarian en poblaciones expuestas a
grandes alturas (>2.500 m snm.), como los mineros. Los omega 3 podrian
ser eficaces para contrarrestar estas modificaciones oxidativas debido a sus
propiedades antioxidantes. El objetivo fue demostrar que la suplementacion
con omega 3 atenua el dafio oxidativo en el testiculo de rata sometidas a
IHH. Los animales se dividieron en: normoxia normobdrica (~ 750 tor; pO2
156 mmHg; Nx, n = 7); Nx + omega 3 (n = 7), suplementados con omega 3
(DHA: EPA = 3:1; 0,3 g/kg/dia); hipoxia hipdxica (~ 428 tor; pO2 90 mmHg;
Hx, n = 7) y, Hx + omega 3 (n = 7). La hipoxia fue inducida en 4 ciclos (96 h
de HH; 96 h de Nx normobdrica) por 32 dias. La capacidad antioxidante
(FRAP) y los niveles de malondialdehido (MDA) en plasma; la relacion
glutation reducido (GSH)/oxidado (GSSG), los niveles de TBARS y la actividad
de las enzimas antioxidantes en testis, se evaluaron al final del protocolo. Se
determinaron los niveles de sirtuin 1 y HIF-1a.. La IHH incrementa TBARS y
HIF-1a,, y reduce los niveles de FRAP en el plasma, las actividades de
enzimas antioxidantes y de sirtuin 1 en testis. Omega 3 atenua estos efectos
rédox, ademds aumentando los niveles de sirtuin 1 y reduciendo la
expresion de HIF-1a. IHH induce estrés oxidativo plasma y en testis de rata,
efectos atenuados por omega 3. Segun esto, sirtuin 1 actuaria como un
potenciador antioxidante.

Agradecimientos: FAPESP 2012/50210-9; FONDECYT 1080482

92


mailto:catalinacarrasco@med.uchile.cl
mailto:pamela.cornejo@udp.cl
mailto:jorge.farias@ufrontera.cl

096. RESPUESTA ANTIOXIDANTE HEPATICA EN RATONES MACHOS
ADULTOS CON HIGADO GRASO EXPERIMENTAL (Antioxidant hepatic
response in adults male mice with experimental fatty liver).
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El estrés oxidativo (EO) ha sido propuesto como promotor importante del
higado graso (HG) no alcohdlico, patologia de relevante importancia tanto
en medicina humana como veterinaria, debido al deterioro del higado y de
sus funciones. El organismo posee sistemas antioxidantes que aminoran los
efectos dafiinos del EO. El objetivo de este estudio fue determinar la
respuesta antioxidante hepatica en el HG experimental inducido por DL-
etionina (7,5 mg/20 g peso corporal) seguido de ayuno/48 horas. Se
utilizaron 20 ratones machos NMRI adultos provenientes del Bioterio
Central-UCLA. El HG se evalué mediante histologia y cuantificacion de los
triglicéridos hepaticos. La actividad de las enzimas superéxido dismutasa
(SOD), glutatién peroxidasa (GPx) y la concentracion de glutation (GSH), se
determinaron en el higado por kits comerciales. Los resultados son la
mediazES; la significacion estadistica se obtuvo mediante la prueba “t” de
Student. La inducciéon de HG causé disminucién de la SOD citosdlica
(28,67+0,65 a 11,06+1,52 U/mg proteinas; P<0,001) y de la GPx (27,98+2,67
a 9,54+2,60 nmoles/min/mg proteinas; P<0,001), como también del GSH
(34,0£2,16 a 23,63+1,63 umoles/L/mg proteinas; P<0,019). La
histopatologia hepatica mostrd esteatosis macrovesicular, concordante con
la elevada concentracién de triglicéridos hepaticos (0,696+0,052 a
2,263+0,029 mg TG/mg proteinas; P<0,001). Se concluye que en el HG
inducido por etionina, hay una disminucidn de la actividad hepatica de la
SOD, de la GPx y de la concentracién del GSH, hallazgo que se explicaria por
su funcién neutralizadora de la accién dafiina del EO hepatico observado
anteriormente en nuestro laboratorio, en este modelo experimental.
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097. EFECTO DEL ACIDO LIPOICO EN LA TOXICIDAD INDUCIDA POR
NITROFURANTOINA SOBRE CELULAS H1975 (Effect of lipoic acid in
nitrofurantoin-induced toxicity on H1975 cells).
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La nitrofurantoina es un antibacteriano que sufre metabolismo
monoelectrdnico catalizado por la NADPH:citocromo P450 reductasa (CPR).
Durante este metabolismo, via reciclaje redox, se liberan una serie de
radicales libres y especies reactivas que comprometen el cumplimiento de
la terapia farmacoldgica. Asi, la inhibicion de la CPR, se puede traducir en
una menor produccidon de especies reactivas y una menor incidencia de
efectos secundarios asociados a la terapia con nitrofurantoina. El 4cido alfa
lipoico es un compuesto enddgeno que ha demostrado ser un inhibidor de
esta enzima. Dado que el efecto secundario mas relevante asociado al uso
terapéutico de la nitrofurantoina se manifiesta a nivel pulmonar, utilizamos
células de céncer de pulmén (H1975) y las expusimos a altas dosis de
nitrofurantoina en presencia de 4cido lipoico. Nuestros resultados muestran
que el valor de ICsy presentado por nitrofurantoina en el modelo celular
propuesto (ICsp 60uM) aumenta en presencia de acido lipoico a
concentraciones 10uM y 100uM (ICsp 100pM e ICso 140uM
respectivamente). En el mismo sentido demostramos que, utilizando

Rev. Farmacol. Chile (2014) 7(2)

microsomas de higado de rata, el acido lipoico inhibié la generacion de
especies reactivas del oxigeno, gatillada por la reduccién de nitrofurantoina
catalizada por CPR a concentraciones M mientras que, de acuerdo con
otros autores, sélo inhibié la reduccion de citocromo c a concentraciones
mM. Estos datos pueden ayudar a comprender de mejor manera el
mecanismo inhibitorio del acido lipoico sobre la CPR y su relacion con la
generacion de especies reactivas durante el metabolismo de
nitroarilderivados.
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from chilean volcanic soils in copper toxicity induced on cytosolic
glutathione S-transferases from rat liver).
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Los 4&cidos humicos (AH) son componentes fundamentales en el
comportamiento de la materia organica presente en los suelos debido
principalmente, a sus propiedades quelantes. Esta propiedad se debe a que
en su estructura presentan gran cantidad y variedad de grupos funcionales.
Por otra parte, se ha reportado el efecto de distintos metales pesados sobre
la actividad catalitica de las glutation S-transferasas citosdlicas, asi, el cobre
mediante su interaccién con cisteinas y/o la generacién de especies
reactivas de oxigeno, ha demostrado inhibir la actividad catalitica Letelier et
al 2006). Este trabajo estudia la interaccién de Cu®* con (AH) de origen
volcanico y su efecto sobre la toxicidad inducida por el metal sobre este
sistema enzimatico. La enzima se obtuvo de la fraccidn citosdlica de higado
de rata, y su actividad catalitica se midié6 mediante la conjugacién de 1-Cl-
2,4-dinitrobenceno con Glutatién. La enzima (10 pg/mL) fue expuesta a
mezclas que contenian (concentracion final) acidos humico 1 pg/mL y
distintas concentraciones de Cu®’, hasta 100 uM. El cu® mostré tener un
valor de ICsy cercano a 18,0 uM. Todos los AH fueron capaces de desplazar
el valor de ICso de Cu™", hasta valores cercanos a 60,0 uM.

En particular, los AH provenientes de suelos volcénicos presentaron un
mayor efecto protector comparados con los de origen no volcanico a dosis
equivalente en concentracion (ug/mL) al farmaco utilizado en intoxicaciones
con Cu®, penicilamina.  Estos datos pueden sentar las bases para el
desarrollo de nuevos agentes utiles en el tratamiento de sistemas biolégicos
expuestos a Cu”".
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099. KISSPETINA BLOQUEA EL AUMENTO DEL RECEPTOR DE FSH INDUCIDO
POR UNA ESTIMULACION B-ADRENERGICA EN EL OVARIO DE RATA
DURANTE EL PERIODO DE SUBFERTILIDAD (Kisspeptin block the increase of
the FSH receptor induced by a B-adrenergic stimulation in the rat ovary
during the subfertility period).
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En la actualidad las parejas han decidido aplazar la maternidad acercandose
a la ventana de subfertilidad de la mujer (sobre los 32 afios), lo que ha
provocado una disminucion de la tasa de fertilidad y el aumento los
programas de fertilizacién in vitro. Debido a esto, comprender el
mecanismo del desarrollo folicular durante este periodo es fundamental. Al
respecto, se ha descrito un aumento en la pérdida de la reserva folicular y
un aumento del tono adrenérgico ovarico durante el periodo de
subfertilidad. Este efecto también es observado en nuestro modelo
experimental de ratas durante su periodo de senescencia reproductiva (8 a
12 meses de edad). En este estudio hemos determinado que tanto la
expresion del gen kiss1 como los niveles de kisspeptina ovarica aumentan
durante el envejecimiento, con un patron similar al incremento del
reclutamiento folicular que ocurre durante este periodo. Para evaluar la
accion de este péptido sobre el reclutamiento folicular se realizaron
incubaciones de ovarios in vitro con isoproterenol, kisspeptina y el péptido
234 (antagonista del receptor de kisspetina) y se cuantifico el ARNm del
receptor de FSH como marcador del reclutamiento folicular por gPCR. Los
resultados muestran que el efecto de isoproterenol es revertido en
presencia de kisspeptina, y estimulado en presencia del péptido 234, pero ni
kisspeptina ni el péptido 234 son capaces de ejercer un efecto por si solos.
Esto sugiere que kisspeptina antagoniza el efecto de isoproterenol sobre el
aumento del receptor de FSH, sélo en presencia del estimulo adrenérgico.
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El adenovirus es uno de los vectores virales mds utilizados para la
transduccion de diferentes tipos celulares. El extenso uso de este vector
viral es debido a su alta eficiencia de transferencia nuclear, amplio
tropismo, baja patogenicidad y ademas puede expresar proteinas con
modificaciones postraduccionales y conformacion estructural correcta en
células de mamifero. Estudios previos han demostrado que el dimero GBy
participa en varias vias de sefializacidn, interaccionado con proteinas como
canales idnicos, fosfolipasas, kinasas y receptores postsinapticos, entre
otras. En nuestro laboratorio, se estudian algunas vias de sefializacion
mediadas por el dimero GPy, a través de ensayos electrofisioldgicos y de
interaccion. Los ensayos de interaccion requieren de una gran cantidad del
heterodimero, generando un alto costo para la investigacion. Es por esto
que en este trabajo se utilizd el sistema de vector adenoviral como un
nuevo modelo para la expresiéon del dimero GBy. Se generaron vectores
adenovirales para GB y Gy y se expresaron en células HEK293, lo cual se
confirmé mediante fluorescencia. Posteriormente, se amplificaron los
viriones en la misma linea celular para obtener un alto titulo viral y asi co-
infectar células SiHa para la expresion del heterodimero. Finalmente, las
proteinas se purificaron mediante cromatografia de afinidad y fueron
identificadas por la técnica de Western Blot.
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La obtencidn del dimero Gy se identifico satisfactoriamente, con un alto
rendimiento de expresidn y se espera un funcionamiento adecuado para los
posteriores ensayos de interaccion.
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PREVIO Y DURANTE LA GESTACION (Sexual hormones and
aromataseexpression in  theoffspring of ratssubmitted to a
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El sobrepeso y obesidad de la madre durante la gestaciéon son condiciones
cuya prevalencia se encuentra en aumento en nuestro pais. La obesidad
materna tiene un impacto inmediato sobre el desarrollo normal del
embarazo, aumentando la incidencia de diabetes gestacional, preclamsia, y
alteraciones en el parto. Sin embargo, el impacto puede trascender a la
generacion posterior en donde se ha observado diversas patologias en
modelos experimentales. Nuestro objetivo en este trabajo fue evaluar los
niveles de estradiol y testosterona plasmaticos y los niveles de aromatasa
ovarica en ratas adultas hijas de madres alimentadas con una dieta alta en
grasa (HF) previo y durante la gestacion. Los analisis se realizaron a los 60
dias de vida en la descendencia. Estradiol y testosterona plasmaticos se
determinaron por ELISA y los niveles de ARNm de aromatasa por PCR en
tiempo real. Estradiol se encontraba aumentado en ratas hijas de madres
HF y testosterona se encontraba disminuida. No encontramos cambios en
los niveles de aromatasa en ovario. Podemos concluir que la obesidad
materna produce en las hijas un incremento de los niveles de estradiol y
una disminucién de los niveles de testosterona en el plasma. Sin embargo,
estos resultados no son producto de una mayor aromatizacién de
testosterona a estradiol a nivel ovarico, sino que podrian deberse a una
mayor aromatizacion a nivel de tejido graso. Estudios adicionales son
necesarios para demostrar esta hipotesis.
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102. EXPRESION DE CYP3A Y NIVELES PLASMATICOS DE ESTRADIOL EN
RATAS HIJAS DE MADRES SOMETIDAS A UNA DIETA ALTA EN GRASAS
PREVIO Y DURANTE LA GESTACION (CYP3A expression and estradiol
plasmatic levels in the offspring off rats fed with a high fat diet previous and
during pregnancy).
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La obesidad materna durante la gestacion se ha relacionado con
alteraciones a corto y largo plazo pudiendo afectar también a la
descendencia. En nuestro laboratorio encontramos que la descendencia de
ratas obesas durante la gestacion presenta quistes ovaricos, menos foliculos
antrales y un incremento en los niveles plasmaticos de estradiol. Algunos
estudios han relacionado la exposicion a una dieta alta en grasa (HFD)
durante la gestacion con una menor expresion y actividad de la enzima
hepatica citocromo P4503A (CYP3A) en ratones, la cual interviene en el
metabolismo de estradiol. Planteamos que una posible disminucién de la
expresion de cyp3a podria explicar los niveles elevados de estradiol en ratas
hijas de madres sometidas a HFD. Nuestro objetivo fue determinar la
expresion de CYP3a en higado y los niveles plasmaticos de estradiol en ratas
hijas de madres alimentadas con HFD previo y durante la gestacion. Los
niveles de estradiol fueron determinados por ELISA competitivo y los niveles
de ARNm de cyp3a por PCR en tiempo real. Encontramos que estradiol se
encontraba aumentado en ratas adultas y con una tendencia al aumento en
ratas prepuberes; sin embargo los niveles de ARNm cyp3a no cambiaron
respecto a ratas controles. En conclusion, una baja expresion de CYP3A no
es la causa del aumento de estradiol plasmético en ratas hijas de madres
obesas, abriendo la posibilidad de buscar otros mecanismos alternativos
como por ejemplo un incremento en la sintesis de la hormona o una
disminucion en la metabolizacion a través de otra via.
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Prostaglandins of the E series play an important role during development. In
Chile, misoprostol a synthetic analog of prostaglandin E; is approved for the
treatment of peptic ulcers induced by non-steroidal anti-inflammatory drug.
Due to its uterotonic properties it is also indicated for therapeutic abortion.
Misoprostol can also interfere with normal development, since as a PG
analog, it interacts with EP prostanoid receptors, which are highly expressed
during organogenesis. In this investigation, a post-implantation rodent
embryo culture was used to evaluate the embryotoxicity of misoprostol and
teratogenic effects. Embryos were cultured in the presence of 200, 2.000
and 20.000 pg/mL misoprostol as well as PGE, and AH6809, an EP; and EP,
receptor antagonist. After culture, embryos were evaluated for
functionality, growth and morphology. Misoprostol induced a
concentration-dependent embryotoxicity with a decrease in viability and
functionality, and a noticeable poor viteline sac circulation. A series of
morphological alterations were also observed, including lack of fusion of
anterior and posterior neural tube.
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It is proposed that misoprostol is capable of inducing both a developmental
delay and disruption, which is mediated by activation of the EP3 receptor.
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aromatization to estradiol affects the early follicular development in the rat
ovary).
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La estrogenizacidn neonatal de ratas hembras con valerato de estradiol (EV)
altera el desarrollo folicular ovérico y la funcidén reproductiva del animal.
Disminuyen los foliculos preantrales, antrales y cuerpos luteos, ademas
aparecen quistes ovaricos, resultando en infertilidad. Estos cambios
también se observan en ratas tratadas neonatalmente con propionato de
testosterona (TP) (andrégeno aromatizable a estradiol), surgiendo la
posibilidad que testosterona pueda ser convertida en estradiol para realizar
su efecto. El objetivo de este trabajo fue determinar si la aromatizacién de
testosterona a estradiol provoca cambios morfoldgicos tempranos capaces
de dar cuenta del dafio folicular observado en la adultez. Para esto se
realizé un estudio morfoldgico en ovarios de rata de 4 dias, los que fueron
previamente expuestos a EV, TP y dihidrotestosterona (DHT, andrégeno no-
aromatizable), a las 12 horas de edad por medio de una inyeccion Unica
subcutdnea. En todos los tratamientos se observé una disminucién en el
numero total de foliculos secundarios, pero sélo en TP y EV se evidencié una
disminucion en el nimero de foliculos primarios. Estos cambios demuestran
que la progresion de foliculo primario a secundario es un efecto tanto
estrogénico como androgénico, mientras que la progresién de foliculos
primordiales a primarios (lo que a su vez afecta el reclutamiento folicular) es
un efecto netamente estrogénico. En conclusidon, estos resultados
demuestran que la exposicion neonatal a andrégenos y estrogenos afectan
el inicio del desarrollo folicular, pero la exposicion estrogénica es mas
dafiina al perpetuarse en el tiempo alterando la funcién reproductiva en la
adultez del animal.
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105. TRATAMIENTO COMBINADO DE SINVASTATINA Y EZETIMIBA EN
DOSIS BAJA REDUCE CITOQUINAS INFLAMATORIAS SIN MODIFICACION DE
LOS NIVELES DE PCRus EN PACIENTES HIPERCOLESTEROLEMICOS (Low dose
simvastatin plus ezetimibe treatment reduce inflammatory cytokines
without modification of hsPCR levels in hypercholesterolemic patients).
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La dislipidemia es un factor importante en el proceso aterogénico y los
niveles de colesterol han sido asociados con el proceso inflamatorio a través
de la modulacién de citoquinas. El objetivo de este trabajo fue evaluar el
efecto de inhibidores de la sintesis (sinvastatina) y de la absorcion
(ezetimiba) del colesterol sobre marcadores inflamatorios en pacientes
hipercolesterolémicos. Fueron seleccionados 39 pacientes
hipercolesterolémicos, sometidos inicialmente a un periodo de washout (4
sem). Posteriormente fueron tratados con ezetimiba (10 mg/dia/4 sem),
sinvastatina (10 mg/dia/4 sem) y una combinacién sinvastatina/ezetimiba
(10 mg + 10 mg/dia/4 sem). Después de cada fase fueron obtenidas
muestras de sangre venosa para determinacion de parametros bioquimicos,
niveles plasmaticos de marcadores inflamatorios y separacion de células
mononucleares de sangre periférica (CMSP). Las formas solubles de ICAM1,
MMP9, IL1B, TNF-a y MCP-1 fueron evaluadas usando tecnologia milliplex.
RNA fue extraido de CMSP y la expresion de RNAm medida por gPCR. La
sinvastatina causa una mayor reduccion de colesterol total, LDL-c y apoB
que la ezetimiba y la combinacién sinvastatina/ezetimiba fue mas eficiente
que ambas moterapias en la reduccién de estos parametros (p<0,05). La
concentracion de PCRus y la expresion génica y proteica de MMP9 no
fueron modificadas por los tratamientos. La expresion de RNAm de ICAM1
fue reducida en respuesta al tratamiento combinado, sin embargo no hubo
reduccién su concentracion plasmatica. La expresion génica en CMSP y
niveles plasmaticos de IL1B, TNF-a y MCP-1 fueron reducidos por la
asociacion sinvastatina/ezetimiba (p<0,05). En conclusién, la asociacién de
ezetimiba y sinvastatina usando una dosis baja de cada medicamento
otorga mayores beneficios al modular el proceso inflamatorio en pacientes
hipercolesterolémicos.
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106. ENSAYO CLINICO CRUZADO Y ALEATORIZADO DE BIOEQUIVALENCIA
DE DOS FORMULACIONES DE HIDROCLOROTIAZIDA DE 50 MG, TRAS SU
ADMINISTRACION EN DOSIS UNICA A VOLUNTARIOS SANOS
(Bioequivalence study of two commercial hidroclorotiazide 50 mg
formulations in healthy human volunteers).
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El objetivo de este estudio clinico fue realizar un andlisis comparativo de la
biodisponibilidad de dos formulaciones de Hidroclorotiazida 50 mg,
diurético ampliamente usado en terapia antihipertensiva, por medio de la
utilizacién de una metodologia analitica validada utilizando HPLC-MS/MS.
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Para la realizacion de este estudio, previamente autorizado por el CE del SS
Concepcion vy el ISP, se seleccionaron y reclutaron 39 voluntarios sanos, a
través de un disefio abierto, en dos periodos, aleatorizado y cruzado, con un
intervalo de lavado de 7 dias. Las concentraciones plasmaticas (Cpl) se
determinaron por medio de un muestreo de 48 hrs. Los pardmetros
farmacocinéticos obtenidos fueron: area bajo la curva (AUC) a tiempo t e
infinito, Cmax y tmax. El andlisis farmacocinético y estadistico se realizd
mediante winnonlin V6.3. Los resultados obtenidos para las formulaciones
de estudio (E) y de referencia (R) fueron los siguientes, razon media E/R:
Cmax: 95.37%; AUC en el intervalo 0-t (AUCO-t): 93.59%; AUC en el intervalo
0-infinito (AUCO-=0): 96.34%, y tmax: 105.98%. Pardmetros farmacocinéticos
para E y R, respectivamente son: Cmax (ng/mL): 267.81+1.05 y 280.81+1.05;
AUCO-t (h*ng/mL): 1563.08+1.05 y 1669.99+1.05, AUCO-oo(h*ng/mL):
1667.10£1.05 y 1730.39%£1.05; tmaéx(h): 2.19+1.06 y 2.07+1.06. Ambas
formulaciones no muestran diferencias estadisticamente significativas en
los parametros farmacocinéticos obtenidos, y se ubican en el rango de
similitud de entre 80 y 125%, por tanto, es posible concluir que ambas
formulaciones (E y R) pueden considerarse bioequivalentes e
intercambiables.
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107. ASOCIACION DE COMPONENTES INFLAMATORIOS MEDIADOS POR
TLR-4 CON ACIDOS GRASOS LIBRES Y RESISTENCIA A LA INSULINA EN
NINOS PORTADORES DE OBESIDAD O SOBREPESO (Association of
inflammatory components mediated by TLR-4 with free fatty acids and
insulin resistance in children with obesity or overweight).
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La obesidad conlleva una elevacion de acidos grasos libres (AGLs) que
activan componentes inflamatorios via TLR-4. En este trabajo se evaluaron
componentes inflamatorios mediados por TLR-4, AGLs y resistencia a la
insulina (RI) en 82 nifios (11,5+1,6 afios), 37 sobrepesos y 45 obesos. Se
midié circunferencia de cintura (CC) y composicion corporal, proteina-C-
reactiva ultrasensible (PCRus), IL-6 y AGLs por HPLC. En monocitos se
determiné el % de expresidon de TLR-4 por citometria de flujo, y en células
mononucleares, la expresion génica de TLR-4, IL-6, TNF-a y NF-kB por RT-
gPCR. La PCRus fue mayor en obesos que sobrepesos (1,7+1,6 vs
0,7+1,0mg/L, p<0,01). La poblacién total present6 23,3+17,7pg/mL de IL-6,
valor superior al normal. Los niveles de AGLs fueron mayores en obesos que
en sobrepesos (p<0,01) y se correlacionaron con IMC-percentil, CC y % de
grasa (p<0,001). La expresion de TLR-4 en monocitos fue 80,1%5,1%, se
correlaciond positivamente con la glicemia e indice de Rl (HOMA-IR)
(p<0,05). La expresion génica de TNF-a y NF-kB en obesos fue
significativamente mayor que en sobrepesos (10,17 vs 0,58+0,23 y 140,10
vs 0,72+0,18, respectivamente), TLR-4 se relacion6 directamente con IMC,
Z-score-IMC, IMC-percentil, % de grasa y CC (p<0,05). Los genes TLR-4 e IL-6
se correlacionaron con la expresién de TLR-4 (p<0,05). El gen NF-kB se
correlacioné positivamente con los genes de TLR-4, IL-6 y TNF-a (p<0,01).

En conclusién, los nifios obesos presentaron elevada concentracion de
AGLs, mayor estado inflamatorio, alta expresion de TLR-4 y mayor expresion
génica de marcadores inflamatorios, que contribuyen al desarrollo de RI.
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108. TRATAMIENTO FARMACOLOGICO Y PRONOSTICO DEL INFARTO
AGUDO AL MIOCARDIO EN CHILE: ¢DIFIERE SEGUN LA FUNCION RENAL?
(Pharmacological treatment and myocardial infarction outcomes: Is there
any difference according to renal function?).

Prieto-Rayo, J.C.l; Silva P.l; Nazzal, C.z; Prieto, 1ct

A nombre del grupo GEMI. 1Programa Farmacologia Molecular y Clinica,
Facultad de Medicina Universidad de Chile. *Escuela de Salud Publica,
Facultad de Medicina Universidad de Chile (jcprietorayo@gmail.com)

Antecedentes: El tratamiento del infarto agudo al miocardio (IAM) esta
sustentado en ensayos clinicos controlados efectuados en las ultimas
décadas. Por otra parte, la insuficiencia renal es un factor de riesgo para
enfermedad cardiovascular que empeora el prondstico en pacientes con
infarto agudo al miocardio. Objetivos: comparar el tratamiento
farmacoldgico y la mortalidad intrahospitalaria en pacientes con y sin
alteracion de la funcion renal, ingresados con diagndstico de IAM en una
red de hospitales chilenos (GEMI). Método: se analizan 5707 pacientes
registrados entre los afios 2007 y 2012 en la red GEMI, con diagndstico de
IAM y que contaban con creatininemia (Cr) de ingreso. Se constituyeron dos
grupos: Cr < 1,4 mg/dl (G1) y Cr 2 1,4 ml/dl (G2). Resultado: G1 tuvo edad
promedio de 61 + 13, con 73% hombres, y G2 edad promedio de 70 + 12
afos, con 72% de hombres.

Tratamiento G1 (%) G2 (%) p
n=4833 n=874

Aspirina 96 93 <0,001
B-bloqueadores 73 59 <0,001
IECA 62 48 <0,001
Estatinas 94 90 <0,001
Trombolitico* 36 32 NS
Angioplastia* 38 29 <0,001

*Solo pacientes con IAM y supradesnivel ST

La mortalidad intrahospitalaria en G1 fue de 3,4%, mientras que en G2 fue
de 17% (p<0,001). Conclusién: los pacientes con insuficiencia renal
recibieron proporcionalmente menos terapia farmacoldgica aceptada para
el tratamiento del IAM, tanto para farmacos que podrian requerir un ajuste
(IECA) como para aquellos que no lo necesitan (estatinas). La Cr elevada
determina un aumento significativo de la mortalidad.

Patrocinante: Prieto, J.C.

109. ATORVASTATINA MODULA LA EXPRESION DE microRNAs EN CELULAS
MONONUCLEARES DE INDIVIDUOS HIPERCOLESTEROLEMICOS (Atorvastatin
downregulated the microRNA expression profile in peripheral mononuclear cells
from subjects with hypercholesterolemia).
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Los niveles elevados de colesterol LDL estan asociados al desarrollo de
enfermedad cardiovascular y eventos coronarios agudos. Durante afios, la
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terapia de eleccion para disminuir el colesterol plasmatico y el riesgo
cardiovascular ha sido el uso de inhibidores de la enzima HMG-CoA reductasa o
estatinas, optimizando el tratamiento y la prevencion de la enfermedad
coronaria. A pesar de ser un medicamento tolerable y seguro, uno de los
aspectos desfavorables de esta terapia ha sido la considerable variabilidad en la
respuesta entre los pacientes, determinada en gran medida por factores
genéticos. Sin embargo, escasa evidencia existe sobre la regulacion epigenética.
El objetivo de este trabajo fue evaluar la expresidn diferencial de microRNAs en
células mononucleares periféricas de 40 sujetos hipercolesterolémicos, antes y
después, de ser sometidos a tratamiento de 4 semanas de duraciéon con
atorvastatina (10 mg/dia, n=20) y simvastatina (10 mg/dia, n=20). El resultado
de ambas terapias fue evaluado utilizando una plataforma de PCR array,
incluyendo 84 microRNAs potencialmente ligados a la homeostasis del
colesterol. De estos microRNAs, sélo seis (miR-29a-3p, miR-29b-3p, miR-300,
miR-33a-5p, miR-33b-5p y miR-454-3p) sufrieron una disminuciéon en su
expresion después del tratamiento con atorvastatina (P<0.05). Por otro lado, en
el grupo tratado con simvastatina no se registraron diferencias significativas. En
resumen, nuestros resultados muestran, por primera vez a nivel mundial, que
atorvastatina es capaz de modular in vivo la expresion de microRNAs, los cuales
pueden constituirse en nuevos biomarcadores para monitorizar la respuesta
terapéutica.
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110. POLIMORFISMOS GENETICOS DEL GEN MDR1 Y RIESGO DE RECHAZO
DE TRASPLANTE RENAL (Genetic polymorphisms in MDR1 gene and renal
transplant rejection risk).
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Ciclosporina (CsA) es un farmaco inmunosupresor ampliamente utilizado
para evitar el rechazo de dérganos en pacientes trasplantados. Este farmaco
se caracteriza por una alta variabilidad intra e interindividual y un estrecho
margen terapéutico, por lo que es altamente recomendable Ila
monitorizacion de sus niveles en sangre para asi evitar el rechazo del érgano
o nefrotoxicidad. CsA es metabolizado por enzimas del sistema citocromo
P450 y ademas es sustrato de glicoproteina-P (P-gp) una bomba de eflujo
que expulsa CsA de las células. Diversos estudios han descrito que el gen
que codifica para P-gp, MDR1, posee polimorfismos genéticos que estarian
afectando la funcidn de esta proteina y por lo tanto alterando la absorcion
de CsA y consecuentemente el riesgo de nefrotoxicidad y/o rechazo. Por lo
tanto, 70 pacientes (39 hombres y 31 mujeres, edad 43 +13 afios)
trasplantados renales fueron genotipificados para los polimorfismos MDR1
3435 C>Ty MDR1 2677 G>T/A mediante PCR-RFLP. Los resultados obtenidos
fueron asociados a episodios de rechazo presentados durante el primer afio
post trasplante. Se observé que los pacientes que presentaron el genotipo
homocigoto mutado para MDR1 presentan mayor riesgo de rechazo que
aquellos con genotipos homocigoto silvestre y heterocigoto (OR: 4,4
p=0,0149 para MDR1 3435 y OR: 6,4 p=0,0075 para MDR1 2677). De esta
forma, se concluye que el genotipo homocigoto mutado de MDR1
corresponde a un factor de riesgo de rechazo de drganos en pacientes
trasplantados renales.

Patrocinante: Quifiones, L.
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111. POLIMORFISMO ERCC1 8092C/A (rs3212986) EN PACIENTES CON
CANCER TESTICULAR: IMPLICANCIAS EN LOS EFECTOS ADVERSOS DE LA
CISPLATINO (ERCC1 8092C/A (rs3212986) polymorphism in testicular cancer
patients: implications in adverse effects of cisplatin).
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El cancer de testiculo afecta principalmente a hombres entre 15y 30 afios y
representa un bajo porcentaje entre las neoplasias en el hombre a nivel
mundial. En Chile 7,2 de cada 100.000 hombres padece cancer testicular. El
tratamiento para el cancer de testiculos incluye cirugia, radioterapia y
quimioterapia. En la quimioterapia se incluyen medicamentos como
Cisplatino, Etopdsido, Bleomicina. Cisplatino puede generar efectos
adversos especificos, ademas de los efectos secundarios generales de los
antineoplasicos. Dichos efectos adversos se han asociado en gran medida al
dafio al DNA de células normales de este agente. Al respecto, este dafio
activa el mecanismo de reparacion por escisién que involucra a la enzima
ERCC1 para eliminar los aductos formados entre Cisplatino y el ADN
evitando la muerte cellular. Por lo tanto, polimorfismos genéticos en ERCC1
podrian influir en la respuesta al tratamiento con Cisplatino. De acuerdo a lo
anterior, este estudio tuvo como objetivo estudiar la presencia del
polimorfismo 8092 C/A del gen ERCC1, mediante PCR-RFLP, en pacientes
con Céancer Testicular, y analizar su relacion con los efectos adversos que
presentaron al tratamiento con Cisplatino. Los resultados obtenidos
muestran que existe una relacion entre la variante genética y algunos
efectos adversos estudiados, tales como: leucopenia (p= 0,042),
linfocitopenia (p= 0,048), trombocitopenia (p= 0,002) y neutropenia febril
(p=0,017) en estos pacientes. Estos hallazgos podrian indicar una potencial
utilidad de la determinacion de este polimorfismo como marcador de
seguridad del medicamento.
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112. ESTUDIO DE LA ASOCIACION ENTRE POLIMORFISMOS GENETICOS Y
LA RESPUESTA CLINICA A TAMOXIFENO EN PACIENTES CON CANCER DE
MAMA (Study of the association between genetic polymorphisms and
clinical response to Tamoxifen in Breast Cancer patients).
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Tamoxifeno, antagonista selectivo del receptor de estrégeno (ER), es el
tratamiento a eleccion para cancer de mama ER+. Este fdrmaco se bioactiva
por CYP3A4/3 y CYP2D6 y se inactiva por SULT1A1l y UGT2B7/15. De
acuerdo a lo anterior, en el presente trabajo se determinaron las variantes
polimdrficas mas relevantes de estas enzimas y de ER en pacientes con
cancer de mama y controles, y éstas se evaluaron como herramientas de
prediccion de respuesta a Tamoxifeno. Las frecuencias genotipicas
obtenidas para CYP2D6*4, CYP3A4*1B, CYP3A5*3, SULT1A1*2, UGT2B7*2y
UGT2B15*2, en poblacidn general y pacientes, son similares a las
encontradas en otros estudios.
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Las frecuencias genotipicas de ESR1 V364G, en poblacion general y
pacientes, fueron 0,891 y 0,111 para el genotipo silvestre, 0,109 y 0,472
para el heterocigoto y 0,000 y 0,417 para el mutado, respectivamente. Se
realizaron analisis estadisticos de asociacion entre las variantes genéticas y
presencia de efectos secundarios, recidivas o riesgo de desarrollar cancer de
mama. Aunque, algunos resultados no muestran diferencias
estadisticamente significativas (p>0,05), se puede concluir preliminarmente
que la presencia de CYP3A4*1Bwt, CYP3A5*3wt, SULT1A1*2mut,
UGT2B7*2wt, UGT2B15*2mut y ESR1 V364Gmut aumentarian los efectos
secundarios de Tamoxifeno y que la presencia de CYP3A4*1Bmut y
UGT2B15*2wt aumentarian las recidivas. La presencia de las variantes
UGT2B15*2mut (p>0,05) y ESR1 V364Gmut (p<0,05) aumentan
significativamente el riesgo de cancer de mama. En conclusidn, se establece
que el uso de ciertas variantes genéticas de las proteinas analizadas puede
aportar valiosa informacion acerca de la susceptibilidad a cancer de mamay
respuesta al tratamiento con Tamoxifeno.
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113. CORRELACION DE LOS POLIMORFISMOS CYP1A1 Y GSTM1 CON EL
RIESGO DE DESARROLLAR CANCER TESTICULAR (correlation of
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El cancer de testiculo es el cdncer de mayor prevalencia en hombres jovenes
entre 20 a 35 afos, la mortalidad en Chile en el afio 2011 corresponde a 1,2
por cien mil hombres. Polimorfismos en enzimas de biotransformacion fase
| y fase Il han sido postulados como biomarcadores de susceptibilidad a
diversos tipos de cancer con profundas diferencias interetnia. Nuestro
objetivo es correlacionar los la presencia de polimorfismos en CYP1Al y
GSTM1 con el riesgo a desarrollar Cancer Testicular Metodologia: EIl DNA
fue obtenido de individuos con Céncer testicular e Hiperplasia Prostatica
Benigna (grupo control). El andlisis genotipico de las enzimas se realizé por
PCR-RFLP. Resultados: El analisis de los genotipos de CYP1A1 muestra que la
presencia del polimorfismo *2A*2A aumenta el riesgo a desarrollar Cancer
Testicular (OR=2,45; p value= 0,03). El estudio combinado de genotipos
CYP1A1/GSTM1, muestra que la presencia del genotipo *2A*2A/GSTM1(-)
aumenta el riesgo en 5,18 veces (p value=0,008). EI habito tabaquico en
presencia del genotipo *2A*2A confiere un riesgo de 5,81 (p value= 0,006) y
el habito alcohdlico junto al mismo genotipo confiere un riesgo muy elevado
(OR= 45,60; p value< 0,0001). El estudio de los genotipos de GSTM1
combinados con la exposicion a téxicos (tabaco y alcohol) demuestra que el
hébito tabaquico junto al genotipo GSTM1(-) produce un riesgo de 2,06 (p
value= 0,021) y el consumo de alcohol mas genotipo GSTM1(-) presentan
un riesgo de 9,43 (p value< 0,0001).
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114. THE STARTING POINT FOR STUDYING SALSOLINOL ENANTIOMERS:
SEPARATION AND PURIFICATION

Berrios-Carcamo, P. ; Rivera-Meza, M. ; Quintanilla, M.E. ; Israel, Y,;
Herrera-Marschitz, M.

Program of Molecular and Clinical Pharmacology, ICBM, Faculty of

Medicine, University of Chile. (paberrios@ug.uchile.cl)

Salsolinol [(R)- and (5)-1-methyl-6,7-dihydroxy-1,2,3,4-
tetrahydrisoquinoline] is a chiral molecule synthetized in vivo by the
condensation of dopamine and acetaldehyde derived from the metabolism
of ethanol. The study of salsolinol has focused on its possible mediation of
the etiology of alcoholism, given that it is a more potent motivational
molecule than ethanol or acetaldehyde. Brain salsolinol is elevated in
animals that consume ethanol chronically. Higher levels of (R)- than (S)-
salsolinol have been detected in areas of the brain reward system,
innervated by mesencephalic dopamine neurons. Nevertheless, it is not
known whether one or both enantiomers are physiologically active. In this
work we present a method for the separation and purification of salsolinol
enantiomers. Racemic salsolinol is injected into an HPLC column packed
with silica modified with B-cyclodextrin. A volatile mobile phase is used,
made of AcONH,, triethylamine and water at pH 4. Following sample
injection, fractions of the mobile are collected based on a previously
determined electrochemical elution pattern, and the solvent containing the
enantiomers is eliminated by lyophilization. Using this method we obtained
both salsolinol enantiomers, >99% pure. This work is the starting point for
investigating on the differential effects of (R)- and (S)-salsolinol as
reinforcing metabolites of ethanol.

Acknowledgement: Supported by CONICYT-Chile (national PhD scholarship),
and FONDECYT (1120079, 11130241, 1130012, 1110263).
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115. DISENO, SINTESIS Y ESTUDIOS DE UNION DE LA N-LIPOIL-3-
ACETILCUMARINA A LA ENZIMA HISTONA DEACETILASA (Design, synthesis
and study of the modes of unién of the N-lipoyl-3-acetylcoumarin to the
Histone Deacetylase Enzyme).

Pardo-Jiménez, v Diaz-Araya, G.% Navarrete-Encina, P.A."

! Laboratorio de Sintesis Orgédnica Avanzada, Departamento de Quimica
Organica y Fisicoquimica. % laboratorio de Farmacologia Molecular,
Departamento de Quimica Farmacoldgica y Toxicoldgica, Facultad de
Ciencias Quimicas vy Farmacéuticas, Universidad de Chile

(vivianapardo@ug.uchile.cl).

La familia de las enzimas histonas deacetilasas (HDACs), estan involucradas
en la expresidn génica a través de la regulacion de la transcripcion, y sus
roles en la progresion del cancer y otras patologias han sido objeto de
numerosos estudios. Los inhibidores de las HDACs (iHDACs), han
demostrado tener efectos anticancerigenos, antiinflamatorios 'y
antifibroticos. La estructura de los inhibidores se ajusta a famacéforo
comun de tres zonas: una cabeza de grupo hidrofébica, un espaciador
hidrofébico con un largo de cadena de 6 metilenos o heterodtomos y un
grupo de unién al Zn*2. Basado en estas caracteristicas, se disefié el
derivado N-lipoil-3-acetilcumarina. Usando el nucleo cumarina como cabeza
de grupo, con el espaciador lipoilo y el grupo quelante disulfuro. La
seleccion de la cumarina y el 4cido lipoico para la sintesis del iHDAC, se hizo
en base a sus posibilidades de sustituciones sintéticas y multiples
actividades farmacoldgicas. La sintesis comprende la formacion del nucleo
cumarina a través de una reaccion de Perkin, activacion del grupo acetilo en
posicidn 3 de la cumarina y posterior aminacion. El producto final se obtuvo
por formacion del enlace peptidico entre el acido lipoico y la
aminocumarina. Se determinaron los posibles modos de unién del derivado
cumarinico a través de metodologias de docking y dinamica molecular,
utilizando como molde la estructura cristalina de la enzima HDAC8. La
introduccidn del grupo cumarina, con grupos terminales reconocidos por su
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capacidad quelante de ", permitiria estudiar la influencia de estas
modificaciones en la potencia inhibitoria de las HDACs.

Agradecimientos: Financiado por Beca Doctorado Nacional CONICYT N2
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116. CO-EXPRESION DE PROTEINAS RECOMBINANTES EN Pichia pastoris
COMO CANDIDATO VACUNAL CONTRA PCV2 (Co-expression of
recombinant proteins in Pichia pastoris as vaccine model against PCV2).

Gutiérrez, F.A.l; Lamazares, E.l; Villami,| A.l; Aylwin, C.F.l; Cortez-San
Martin, M.3; Sanchez, 0.2; Toledo, IR

!Laboratorio  de Biotecnologia y Biofarmacos, Departamento de
Fisiopatologia, Facultad de Ciencias Bioldgicas; 2Departamento
Farmacologia, Facultad de Ciencias Bioldgicas. Universidad de Concepcidn.
3Laboratorio de Virologia, Facultad de Quimica y Biologia, Universidad de

Santiago de Chile (fernagutierrez@udec.cl).

El circovirus porcino tipo 2 (PCV2), es un virus de ADN de simple hebra,
circular y cerrado, de un largo de 1,7 Kbp con 11 marcos de lectura abiertos
(ORFs). El ORF2 tiene una longitud de 750 bp y codifica la principal proteina
estructural de la capside viral (proteina Cap) de 27,8 kDa. Ademas, Cap es la
principal proteina inmunogénica del PCV2, e induce una respuesta humoral
y celular. El PCV2 es el agente etioldgico del sindrome de desmedro
multisistémico post-destete (PMWS) en cerdos, que causa una morbi-
mortalidad de hasta un 60% en los lechones que desarrollan la enfermedad
clinica, debido a la induccidn de inmunosupresion asociada al PCV2. Dado el
alto impacto econémico del PCV2 en la porcicultura a nivel mundial, existen
vacunas disponibles en el mercado que controlan el PMWS. Sin embargo,
estas han resultado ineficaces para detener la infeccidn viral persistente.
Por tanto, se requiere de una formulaciéon vacunal que proteja
efectivamente a los planteles porcinos. En el presente trabajo se disefié un
vector plasmidial para la co-expresion de proteinas recombinantes en la
levadura metilotréfica Pichia pastoris. Este vector contiene la secuencia de
la proteina Cap del PCV2, regulado por el promotor alcohol oxidasa (AOX1),
y posee el gen de una citoquina inmunoreguladora regulado por un segundo
promotor AOX1. Como resultado se obtuvieron clones de levadura P.
pastoris que co-expresan ambas proteinas recombinantes, que fueron
inmunoidentificadas con anticuerpos especificos, y que poseen un elevado
potencial de aplicacion para formular una vacuna veterinaria efectiva contra
el PCV2.
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117. FUNCION DEL RECEPTOR PARA LA LIPOPROTEINA DE BAJA DENSIDAD
OXIDADA LOX-1 EN INVASION TUMORAL EN CANCER DE PROSTATA
(Receptor function for oxidized low-density lipoprotein LOX-1 in tumor
invasion in prostate cancer).

Ferndndez-Caniulén, E.; Gonzdlez-Chavarria, I; Gutierrez, N.; Cerro, R.P.;
Sandoval, F.A.; Toledo, J.R

Laboratorio de Biotecnologia y Biofarmacos, Departamento de
Fisiopatologia, Facultad de Ciencias Bioldgicas. Universidad de Concepcion,

Chile (edelfernandez@udec.cl).

La expresion y funcién del receptor para LDL oxidada LOX-1 se asocia
principalmente a patologias como disfuncién endotelial, aterosclerosis y
obesidad. En estas patologias LDLox/LOX-1 activa vias de sefializacién que
promueven la proliferacion, motilidad celular y angiogénesis. Estudios
recientes han mostrado la expresion de LOX-1 en células de céncer de
prostata (CaP) y en adenocarcinomas prostaticos humanos de estadios
clinicos patoldgicos caracterizados por la invasion local y la generacidon de
metastasis. Sin embargo, los mecanismos por los cuales se produce una
potenciacién de la progresién tumoral en pacientes dislipidémicos con altos
niveles de LDLox, no se han descrito. En consecuencia, se plantea como
hipdtesis que la activacion del receptor LOX-1 por la LDLox potencia el
proceso de transicion epitelio mesenquimal (EMT) en modelos celulares

de céncer de prostata. En este trabajo se demostrd, por Inmunocitoquimica
y western blot, que LOX-1 se expresa en modelos celulares de CaP. Ademas,
mediante el andlisis de base de datos publicos se analizé la cantidad relativa
de expresion de este receptor en tejido prostatico normal y en
adenocarcinoma prostatico, encontrandose una sobre-expresion para esta
ultima condicion. Finalmente, se analizd la expresion de proteinas
correspondientes a marcadores candnicos de proceso de EMT, donde
demostramos que la activacion de LOX-1 por su ligando potencia la
transicion epitelio mesenquimal, lo que sugiere que LDLox/LOX-1 favorece
procesos de invasion tumoral.
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INTRUCCIONES PARA LOS AUTORES

i) Tipos de Manuscritos:

(a) Investigaciones Originales (Full papers): Trabajos que reportan investigaciones originales realizadas con procedimientos experimentales
adecuados y segun las guias nacionales e internacionales para el uso de sujetos de experimentacion serdn revisados para eventual
publicacién en la revista (ver preparacion del manuscrito).

(b) Comunicaciones Cortas (Short Communications): Reportes cientificos originales cuyo tamafio debe ser de 1000 a 4000 palabras como
maximo de extension, incluyendo la leyenda de la figura (no se incluyen las referencias). Estos trabajos solo pueden incluir 1 figura y 1 tabla
de resultados. En situaciones especiales se consideraran 2 figuras o 2 tablas. No deben ser usadas mas de 15 referencias en el manuscrito

(c) Revisiones (Reviews): Revisiones sobre temas relevantes de la Farmacologia seran solicitados por el Editor en jefe o el comité editorial, a
través de invitacion escrita. Estas revisiones no requerirdn una exhaustiva revision editorial y seran publicadas en volumenes tematicos de la
Revista de Farmacologia de Chile.

(d) Columnas de Opinién u otras Publicaciones: Columnas de opinidn sobre temas de contingencia nacional que involucren politicas publicas
de medicamentos, correcto uso de medicamentos por parte de la poblacién o la aparicién y/o retirada de medicamentos en el mercado
nacional, serdn solicitadas por el Editor en jefe o el comité editorial, a través de invitacion escrita.

i) Detalles para el envio de Manuscritos:
El envio de manuscritos a la Revista de Farmacologia de Chile para revision (Full papers, Short Communications o Reviews) o solicitudes de
columnas de opinién deben ser enviados a los siguientes correos electrénicos (ramon.sotomayor@uv.cl cc: pablo.jara@uv.cl ). Se solicita
colocar en el asunto del correo electrdnico la siguiente frase: Manuscrito para Rev.Farmacol.Chile

iii) Preparacién del Manuscrito:

Se recomienda el uso del programa para procesar texto Word de Microsoft Office. Cuando guarde el manuscrito que ha elaborado se
solicita que la opcion de guardado sea: Guardar como: “Documento de Word 97-2003".

El manuscrito debe ser escrito en formato “Times New Roman” tamafio 12, doble espacio y a una columna. Las paginas del manuscrito
deben ser enumeradas en el borde inferior derecho con nimeros arabigos.

Cualquier figura inserta en el manuscrito debe ser en formato TIFF, JPEG o BMP de alta resolucién (600 dpi) y en caso de usar tablas se debe
usar la opcion insertar tablas de Word. No se recomiendan tablas hechas con la opcidn de insertar lineas.

Fotografias y graficos a color son aceptadas para la version digital, sin embargo en la versidon impresa de la revista se utilizard la impresion
en escala de grises. Ademas se recomienda verificar la calidad de la figura reduciéndola al tamafio de 1 columna de ancho, es decir 8 cm.

La Revista de Farmacologia de Chile acepta trabajos en espafiol, sin embargo previa autorizacién del comité editorial se podran revisar
trabajos en inglés o portugués.

*

*

*

*

*

iv) Estructura del Articulo:
iv.1) Investigaciones Originales y Comunicaciones Cortas:
Cada una de las secciones del manuscrito debe ser enumerada con nimeros ardbigos y cada subdivisién con la nomenclatura (X.1). No se
considera en la enumeracién el resumen (abstract).

Primera pdgina:

Titulo: El titulo del trabajo debe ser conciso e informativo. No se recomiendan abreviaciones de palabras en el titulo. Se debe incluir el
titulo del trabajo en inglés.

Nombre de los autores y Filiacion: Se solicita indicar el nombre de cada autor y su apellido. Se acepta incluir la inicial del segundo nombre,
aunque no es obligatorio. Al término de cada apellido se solicita colocar un nimero arabigo en superindice que relacionara al autor con su
respectiva filiacion.

Autor Correspondiente: Se debe indicar claramente al autor correspondiente del trabajo, incluyendo: Nombre, Direccion Postal, Teléfono,
Fax y Correo Electroénico.

Segunda pdgina:

e Resumen (Abstract): La extension maxima del resumen es de 300 palabras y debe describir claramente el propdsito de la investigacion,
los principales resultados y principal conclusidn del trabajo. El resumen debe ser escrito en espafiol e inglés.

e Palabras Claves: Se deben incluir palabras claves que permitan identificar los aspectos mas importantes del trabajo. No incluir mas de 10
palabras claves. Las palabras claves deben ser escritas en espafiol e inglés.

Tercera y mds pdginas:

e Introduccidn: La introduccién al tema a discutir en el trabajo no debe tener una extensidn superior a las 750 palabras.

e Materiales y Métodos: Se debe detallar claramente todos los materiales y metodologias utilizadas en el desarrollo del trabajo. Ademas se
debe explicitar en consentimiento bioético de la institucion donde fue realizada la investigacion. Los trabajos realizados en humanos
deben incluir el apego experimental a la Declaracion de Helsinki de la Asociacion Medica Mundial, considerando consentimiendo
informado y aprobacion de comité de ética.

e Resultados: Se debe incluir en detalle los principales resultados obtenidos, con sus respectivos andlisis estadisticos. No se aceptaran
trabajos para publicar que no tengan un adecuado tratamiento estadistico. La expresion grafica de resultados puede ser realizada a través
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de graficos de 1 columna de ancho (8 cm) o agrupaciones de graficos con un ancho méaximo de dos columnas (16 cm). También se pueden
incluir tablas que detallen resultados relevantes para el trabajo, incluyendo nimero de casos y valor de la significancia p.

Discusidon de los Resultados: La discusion de resultados debe ser objetiva y se debe evitar una excesiva discusidn bibliografica que reste
valor a los resultados presentados en el manuscrito. Es recomendado una conclusion final que indique las proyecciones de la
investigacion.

e Agradecimientos: Se pueden incluir las fuentes de financiamiento que permitieron el desarrollo del trabajo, indicando claramente a que
autor corresponde la fuente de financiamiento. También se pueden incluir agradecimientos a personas que prestaron ayuda técnica o de
revisién del manuscrito. En esta seccidn se debe declarar si existié conflicto de interés. En caso de no haber conflicto de interés se debe
mencionar esta situacion. Se recomienda consultar la siguiente direccién URL http://zl.elsevier.es/es/revista/neurologia-295/conflicto-
intereses-publicaciones-cientificas-90101004-editorial-2012 para aclarar en concepto y situaciones de conflicto de interés.

Referencias: En el texto se deben citar las referencias con el apellido del primer autor, sus iniciales y el afio de la publicacién. En la seccion
de referencias se deben ordenar las mismas por orden alfabético. Se recomienda utilizar algin programa de manejo de referencias como
EndNote con el formato de referencias de Journal of Neurochemistry.

Ejemplos:
Semenova M. M., Maki-Hokkonen A. M., Cao J., Komarovski V., Forsberg K. M., Koistinaho M., Coffey E. T. and Courtney M. J. (2007) Rho
mediates calcium-dependent activation of p38alpha and subsequent excitotoxic cell death. Nat. Neurosci. 10, 436-443.

La abreviacion de los titulos de las revistas debe de acuerdo a el listado de revistas indexadas en Index Medicus (Superintendent of
Documents, US Government Printing Office, Washington, DC 20402, USA, DHEW Publication No. 95-267). Ejemplo: Acta Neurol. Scand.
Acta Physiol. Scand. Anal. Biochem. Arch. Biochem. Biophys. Biochem. J. Biochem. Pharmacol. Biochim. Biophys. Acta Biol. Chem. Hoppe
Seyler Br. J. Pharmacol. Eur. J. Pharmacol. Experientia J. Biol. Chem. J. Cell Biol. J. Mol. Biol. J. Pharmacol. Exp. Ther. J. Physiol. (Lond.) Mol.
Pharmacol. Nature Proc. Natl Acad. Sci. USA Proc. Soc. Exp. Biol. Med. Science

iv.2) Revisiones:
Las revisiones de unidades temdticas seran solicitadas por el editor en jefe o por el co-editor, sin embargo para aquellas unidades
tematicas especificas oficiara como co-editor algiin miembro del comité editorial que sea especialista en el tema

Primera pdgina:

Titulo: El titulo del trabajo debe ser conciso e informativo. No se recomiendan abreviaciones de palabras en el titulo. Se debe incluir el
titulo del trabajo en inglés.

Nombre de los autores y Filiacion: Se solicita indicar el nombre de cada autor y su apellido. Se acepta incluir la inicial del segundo nombre,
aunque no es obligatorio. Al término de cada apellido se solicita colocar un nimero arabigo en superindice que relacionard al autor con su
respectiva filiacion.

Autor Correspondiente: Se debe indicar claramente al autor correspondiente del trabajo, incluyendo: Nombre, Direccion Postal, Teléfono,
Fax y Correo Electronico.

Segunda pdgina:

e Resumen (Abstract): La extension méaxima del resumen es de 300 palabras y debe describir claramente el propdsito de la investigacion,
los principales resultados y principal conclusion del trabajo.

e Palabras Claves: Se deben incluir palabras claves que permitan identificar los aspectos mas importantes del trabajo. No incluir mas de 10
palabras claves.

Tercera y mds pdginas:

e Introduccidn: La introduccién al tema a discutir en el trabajo no debe tener una extensién superior a las 750 palabras.

e Temas a Desarrollar: Por cada tema que se pretenda desarrollar se debe entregar una vision objetiva que destaque los avances mas
importantes en la investigacion cientifica. Se pueden desarrollar subtemas, destacando claramente a que unidad temdtica corresponde.
Se recomienda si se revisa algun procedimiento experimental mencionar las ventajas y desventajas de su aplicacién. Es recomendado una
conclusidn final que integre la informacion entregada en la revision.

Agradecimientos: Se pueden incluir las fuentes de financiamiento que permitieron el desarrollo del trabajo, indicando claramente a que
autor corresponde la fuente de financiamiento. También se pueden incluir agradecimientos a personas que prestaron ayuda técnica o de
revision del manuscrito. En esta seccidn se debe declarar si existié conflicto de interés. En caso de no haber conflicto de interés se debe
mencionar esta situacion. Se recomienda consultar la siguiente direccién URL http://zl.elsevier.es/es/revista/neurologia-295/conflicto-
intereses-publicaciones-cientificas-90101004-editorial-2012 para aclarar en concepto y situaciones de conflicto de interés.

Referencias: En el texto se deben citar las referencias con el apellido del primer autor, sus iniciales y el afio de la publicacion. En la seccidn
de referencias se deben ordenar las mismas por orden alfabético. Se recomienda utilizar algin programa de manejo de referencias como
EndNote con el formato de referencias de Journal of Neurochemistry.

Ejemplos:

Semenova M. M., Maki-Hokkonen A. M., Cao J., Komarovski V., Forsberg K. M., Koistinaho M., Coffey E. T. and Courtney M. J. (2007) Rho
mediates calcium-dependent activation of p38alpha and subsequent excitotoxic cell death. Nat. Neurosci. 10, 436-443.

La abreviacion de los titulos de las revistas debe de acuerdo a el listado de revistas indexadas en Index Medicus (Superintendent of
Documents, US Government Printing Office, Washington, DC 20402, USA, DHEW Publication No. 95-267). Ejemplo: Acta Neurol. Scand.
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Acta Physiol. Scand. Anal. Biochem. Arch. Biochem. Biophys. Biochem. J. Biochem. Pharmacol. Biochim. Biophys. Acta Biol. Chem. Hoppe
Seyler Br. J. Pharmacol. Eur. J. Pharmacol. Experientia J. Biol. Chem. J. Cell Biol. J. Mol. Biol. J. Pharmacol. Exp. Ther. J. Physiol. (Lond.) Mol.
Pharmacol. Nature Proc. Natl Acad. Sci. USA Proc. Soc. Exp. Biol. Med. Science

Leyendas para las Figuras

Los titulos y leyendas de las Figuras deben presentarse en forma clara y corta. Se debe identificar y explicar todo simbolo, como flecha, nimero
o letra que haya empleado para sefialar alguna parte de las ilustraciones. En la reproduccidon de preparaciones microscopicas, explicite la
ampliacion y los métodos de tincién empleados.

Unidades de Medida y Nomenclaturas.

Use unidades correspondientes al sistema métrico decimal. Las abreviaturas deben ser definidas la primera vez que aparecen en el texto. El
listado de abreviaturas debe ser de acuerdo a la siguiente publicacién Biochem. J. (1978) 169, 1-27. Al finalizar este instructivo se mencionan las
abreviaturas que no deberian ser definidas (el listado esta en idioma inglés).

La nomenclatura que se refiere a drogas y sustancias quimicas no terapéuticas deben nombrarse de acuerdo a la nomenclatura IUPAC
(International Union of Pure and Applied Chemistry). Mientras que para farmacos solo se acepta el nombre genérico INN (DCI). Respecto a los
nombres de fantasia solo pueden ser nombrados entre paréntesis con el signo ® siempre que esté registrada la patente y que no exista un
conflicto de interés evidente con el laboratorio fabricante del farmaco.

Publicacién de Articulos:

. Los articulos originales de investigacion o de revision serdn evaluados por un comité especializado. Sin embargo para aquellos trabajos de
revision agrupados por unidades tematicas especificas, el editor en jefe de la revista y el co-editor del numero, antes de aceptar los
manuscritos revisardn que se cumplan a cabalidad las instrucciones antes detalladas.

. Los articulos originales de investigacion que no se agrupen en unidades tematicas especificas y que sean aceptados para publicacién,
seran publicados en el volumen y niumero del congreso anual de la Sociedad de Farmacologia de Chile. La fecha aproximada de
publicacién serd comunicada a los autores con suficiente antelacion.

. Respecto a la revisién de articulos originales los revisores enviaran al Editor en Jefe, los cambios propuestos, sus opiniones, sus
proposiciones, rechazos, etcétera, las cuales seran comunicadas a los autores con absoluta confidencia.
. Las publicaciones de articulos originales tendrdn un costo de UF 0,3 por pagina que serviran para la manutencion de la Revista.

Abreviaciones Permitidas:

ADP, CDP, GDP, IDP, UDP, 5(pyro)-diphosphates of adenosine, cytidine, guanosine, inosine, and uridine AMP, etc.-5-phosphates of adenosine,
etc. ANOVA, analysis of variance ATP, etc.-5'(pyro)-triphosphates of adenosine, etc. ATPase, adenosine triphosphatase bp, base pair Ci, curie
CoA and acyl-CoA-coenzyme A and its acyl derivatives (e.g., acetyl-CoA) cpm, counts per minute CNS, central nervous systemCSF, cerebrospinal
fluid Cyclic AMP, 3,5-cyclic adenosine monophosphate Cyclic GMP-3,5-cyclic guanosine monophosphate DNA, deoxyribonucleic acid DNase,
deoxyribonuclease DOPA, 3,4-dihydroxyphenylalanine dpm, dps-disintegrations per minute, disintegrations per second EDTA, ethylene-
diaminetetraacetate EEG, electroencephalogramEGTA, ethyleneglycol bis(aminoethylether)tetraacetate ELISA, enzyme-linked immunosorbent
assay FAD, FADH2, flavin-adenine dinucleotide and its reduced form FMN, flavin mononucleotide g, average gravity GABA, gamma-aminobutyric
acid (not Gaba) GLC, gas-liquid chromatography GSSG, GSH, glutathione, oxidized and reduced forms h, hour HEPES, N-2-
hydroxyethylpiperazine-N-2-ethanesulfonic acid HPLC, high performance liquid chromatography Ig, immunoglobulin IR, infrared kb, kilobase
kDa, kilodalton im, micron min, minute MPP+, 1-methyl-4-phenylpyridinium MPTP, 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine NAD+, NADH-
oxidized and reduced forms of nicotin-amide-adenine dinucleotide NADP+, NADPH-oxidized and reduced forms of nicotin-amide-adenine
dinucleotide phosphate NAD, NADP may be used when the oxidation state need not be indicated NMDA, N-methyl-D-aspartate NMN,
nicotinamide mononucleotide NMR, nuclear magnetic resonance PCR, polymerase chain reaction Pi, orthophosphate (inorganic) PNS, peripheral
nervous system PPi, pyrophosphate (inorganic) rpm, revolutions per minute RNA, ribonucleic acid RNase, ribonuclease RT, reverse transcription
s, second SEM, standard error of mean SD, standard deviation TLC, thin-layer chromatography Tris, 2-amino-2-hydroxymethylpropane-1,3-diol
UV, ultraviolet
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