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MAPKs y una ATPasa de H*, enlazando las transducciones de senales y de
energia
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Una via de transduccion de senales puede estar bifurcada y ser parte de redes transmisoras
de informacion a través de la célula. La senal es el evento disparador que activa las rutas de
transduccion y culmina en una respuesta constituida por varios eventos metabdlicos, cuya
conexion con los elementos inmediatos anteriores casi siempre no esta bien establecida. Las
cascadas de MAP cinasas pertenecen a la parte intermedia de muchas vias transductoras de
sefales diversas. Los blancos directos de las MPKs son en general factores de transcripcion
que una vez que son fosforilados activan o desactivan genes especificos. Como
consecuencia, cambian los niveles de expresion de enzimas, impactando el metabolismo
celular. Hasta ahora, las enzimas que expresan las respuestas finales en las vias de
transduccion mediadas por cascadas de MAP cinasas en plantas han sido poco identificadas.
En el caso de las respuestas a bajas temperaturas, las MPK3, MPK4 y MPK6 se han
relacionado con la activacion de genes de respuesta a frio. Algunos de estos genes codifican
a proteinas que protegen al cloroplasto durante la congelacion, pero la mayoria de los
blancos indirectos de las cascadas de MAP cinasas son aun desconocidos. En este trabajo,
describimos la caracterizacion de la actividad de la ATPasa de H* de la membrana
plasmatica de plantas de Arabidopsis thaliana que no expresan a la MPK3, MPK4 o MPKG6 y
que son expuestas a condiciones de aclimatacion al frio. Encontramos diferencias en los
parametros cinéticos de esta enzima translocadora de H* y en sus niveles en la membrana
plasmatica, lo cual sugiere que MPK3, MPK4 y MPKG6 regulan la actividad de esta ATPasa
cuando las plantas son expuestas a bajas temperaturas.

Este trabajo ha sido financiado por DGAPA, UNAM (PAPIIT IN220618), Facultad de Quimica
(PAIP 50009115) y CONACYT, México (238368 y 252001).

MAPKSs and a H*-ATPase, linking signal and energy transductions
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A signal transduction pathway may have bifurcations and may constitute part of nets that
transmit information across the cell. The signal, the triggering event that activated the
transduction routes commonly ends in a response constituted by several ultimate metabolic
events, which connection is not well known with the previous transducers. The MAP kinase
cascades are part of the intermediate sections of many signaling pathways. The direct targets
of the MAPK enzymes are in general transcription factors that once that are phosphorylated,
activate or deactivate specific genes. As a consequence, expression levels of enzymes
change, impacting cell metabolism. So far, the last factors in charge of expressing the final
response are barely identified. In the case of the response to low temperatures, MPK3, MPK4
and MPK6 have been implied in the activation of cold-responsive genes. Some of these
genes encode proteins that protect the chloroplast membrane during freezing, but most of the
final indirect targets of the MAP cascades remain elusive. In this work, we describe the
characterization of the plasma membrane H*-ATPase activity in Arabidosis thaliana lines
lacking the expression of MPK3, MPK4 or MPK that are exposed to cold acclimation
conditions. We found differences in the kinetics of this H*-translocating enzyme and in its
membrane content, suggesting that MPK3, MPK4 and MPKG6 control the activity of the
enzyme in plants that are exposed to low temperatures.

This work was financed by DGAPA, UNAM (PAPIIT IN220618), Facultad de Quimica (PAIP
50009115) and CONACYT, México (238368 and 252001).
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Dos pozas independientes de AMPc en hepatocitos, aseguran una
respuesta receptor-especifica [Two independent pools of cAMP
ensure receptor response specificity in hepatocytes].
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Dentro de una misma célula existen diferentes receptores acoplados a una
proteina G, que estimulan la produccién de AMPc, y no obstante que emplean el mismo
segundo mensajero, la célula responde de manera diferente a cada uno de estos
receptores. La regulacion espacio-temporal del AMPc dentro de la célula es
indispensable para obtener una respuesta receptor-especifica. Los mecanismos a
través de los cuales se genera una respuesta receptor-especifica al AMPc recién
sintetizado dentro de la célula, aun no estan completamente elucidados.

En membranas aisladas de hepatocitos, nuestro grupo identific6 dos
macrocomplejos proteicos, estructural y funcionalmente independientes, que responden
a la presencia de adenosina y que producen, utilizan, regulan y degradan su propia
poza de AMPc; la cual no difunde y se mantiene secuestrada en la proximidad del
propio complejo, para producir una respuesta celular especifica. Cada uno de estos
complejos esta acoplado a un receptor de adenosina diferente, ya sea el A2a 0 el Azs,
los cuales, al ser activados, estimulan la produccion de AMPc. Sin embargo, dentro de
cada macrocomplejo, la activacién del receptor estimula una cascada de sefalizacion
diferente, lo cual fue confirmado midiendo la inhibicion en la produccién de AMPc,
mediada por anticuerpos especificos. Asi, la estimulacion selectiva del receptor Aoa
activa la adenilil ciclasa 6 (AC6), la cual se mantiene unida a la proteina AKAP79/150
para producir AMPc que activa a otras 2 proteinas ligadas al mismo complejo: la
proteina cinasa A (PKA) y la fosfodiesterasa3A (PDE3A). En contraste, la estimulacion
selectiva del receptor A2s estimula a la adenilil ciclasa 5 (AC5), que se encuentra ligada
a D-AKAP2, que al producir AMPc activa a su vez a EPAC2, y la fosfodiesterasa 3B
(PDE3B), ambas unidas también a D-AKAP2. Resultados de experimentos de co-
inmunoprecipitacion y de microscopia confocal, asi como de analogos del AMPc nos
proporcionan evidencia fisica y funcional de que las proteinas involucradas en cada una
de estas cascadas de senalizacion estan organizadas en macrocomplejos o
“sefialisomas”, y que el AMPc que se genera dentro de cada uno de ellos no difunde
fuera del mismo. Asi, cada “sefalisoma” constituye una unidad de sefalizacion
funcional minima, con su propia maquinaria para sintetizar y regular de manera
independiente su propia poza de AMPc. Esto garantiza que cada “sefalisoma”
transmite un mensaje unico e inequivoco a través de la célula.

Investigacion realizada gracias al CONACyT 166733 (EP) y el Programa UNAM-
PAPIIT IN218112, IN214518 (EP), 1IT203414 (MV-L), y IN225016, IN218819 (HR-R).
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El uso de un péptido engrapado basado en SHARPIN revela dos vias de
senalizacion que regulan la expresion de los genes E6 y E7 del virus del
papiloma humano (HPV)

Francisco Antonio Aguilar-Alonso, Federico Bernal ™
= Laboratory of Protein Dynamics and Signaling, National Cancer Institute, National Institutes of Health, 1050
Boyles street, Fredrick, MD, USA, 21701-21702, Tel: 301-594-2651, bernalf@mail.nih.gov

SHARPIN es un promotor tumoral que funciona como andamiaje para la regulacion de diversos
componentes de sefalizacion cellular, como son: el complejo de ensamblaje de ubiquitina lineal
(LUBAC), la fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa (PTEN), integrinas, entre otros. En especifico
SHARPIN inhibe al supresor tumoral PTEN. EIl silenciamiento de SHARPIN resulta en una
disminucién en la viabilidad de células de DUO145 y HelLa. Efecto que se rescata tras el
silenciamiento de PTEN solo en DUO145, sugiriendo que en HeLa SHARPIN modula otros procesos
de supervivencia distintos a PTEN.

HelLa es una linea celular de carcinoma cervicouterino positiva para las proteinas E6 y E7 del
virus del papilloma humano (HPV). Aunque, en células postivas para HPV, MDM2 esta presente, la
regulacion negativa de p53 por parte de la E6 prevalece, haciéndo que éstas células sean insensibles
a farmacos que interfieren con la interaccion entre MDM2 y p53, como es la nutilina-3a.

Un péptido engrapado es una molécula macrociclica, a la cual la adicion de un puente
hidrofébico (grapa) entre dos aminoacidos modificados promueve su estructura secundaria,
mejorando su permeabilidad y estabilidad en sistemas celulares.

En nuestro laboratorio hemos disefiado y sintentizado un péptido engrapado que simulan una
de las hélices del motivo de amarre de LUBAC (LTM) de SHARPIN (LTMp). LTMp provoca la
disociacion e inhibicion de LUBAC, resultando en la disminucion en la actividad de NF-kB vy
generando la muerte de células de canceres humanos, pero no en células no tumorales.
Sorpresivamente, LTMp mostré un efecto sinérgico con nutilina-3a en su capacidad para inducir
muerte y reactivar a p53 en las linea celular HeLa. Efecto que se debio a la repression de la expresion
de los genes E6 y E7. Analisis de perfiles de expresion (RNAseq) revelaron que solo el 26% de los
genes afectados por LTMp fueron también afectados por el tratamiento con glitoxina, un conocido
inhibidor de LUBAC. El silenciamiento de SHARPIN, pero no de HOIP (centro catalitico de LUBAC,
resultd en una disminuciéon en los niveles de E6 y sensibilizé a células HeLa a muerte y reactivacion
de p53 por el tratamiento con nutilina-3a. Estos resultados indican que SHARPIN regula la
expression de E6 y E7 independientemente a LUBAC. La sobrexpresién de SHARPIN, pero no de dos
formas mutantes incapaces de activar LUBAC, generaron una disminucion en los niveles de EBG,
mientras que la inhibicidn de NF-kB provocé el efecto contrario. Estos resultados indican que, como
se ha demostrado previamente por otros autores, NF-kB es un represor de la expresiéon de EG6.
SHARPIN, pero no sus formas mutantes que carecen de parte o todo el LTM, interacciona con el
represor transcripcional CDP. LTMp, asi como el silenciamiento de SHARPIN, provocaron la
activacion y el reclutamiento de CDP al promotor de los genes E6 y E7. Estos resultados indican que
SHARPIN posee un doble papel en la regulacién de E6 y E7 en células positivas para HPV. Por una
parte, SHARPIN interacciona e inhibe a CDP permitiendo la expresion constitutiva de los genes de
HPV, lo cual puede inactivarse por el tratamiento con LTMp; por otra parte, niveles elevados de
SHARPIN conllevan a la activacion de LUBAC y NF-kB, lo cual reprime, también, la expresion de EG6.
Nuestros resultados muestran que LTMp, en combinacidon con nutilina-3a es una atractiva
combinacion para el tratamiento de canceres derivados del HPV.
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Nanoparticulas de oro recubiertas de quitosano inducen
diferentes mecanismos de muerte celular dependiente de ROS en
células leucémicas K562 y CEM
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Cristina Rodriguez-Padilla’, Ana Carolina Martinez-Torres"".
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En México los canceres hematolégicos son la principal causa de muerte en
menores de 20 anos, y anualmente mueren alrededor de 5,000 adultos debido a
esta enfermedad, convirtiéndolo en un serio problema de salud publica sin
importar la edad. Existen tratamientos que generan apoptosis de las células
leucémicas, sin embargo, éstas adquieren quimiorresistencia debido a mutaciones
intrinsecas de las células. Dada esta problematica, es importante la busqueda, el
disefio y el desarrollo de nuevos tratamientos que tengan selectividad especifica
por las células cancerosas. La nanotenologia ha propuesto a las nanoparticulas de
oro (AuNPs) para el desarrollo de terapias innovadoras y de diagnostico. Las
AuNPs recubiertos de quitosano (CH-AuNPs) son inductores de muerte celular
selectivos en las células cancerosas HelLa y MCF-7 sin afectar las células
mononucleares de sangre periférica (PBMC). Teniendo en cuenta la selectividad y
la citotoxicidad de las CH-AuNPs, analizamos si la selectividad se debe al linaje
celular o las caracteristicas moleculares propias de las células cancerosas. Por lo
tanto, evaluamos la citotoxicidad y el mecanismo de muerte celular regulada en
células de leucemia linfocitica aguda T (CEM) y en celulas de leucemia mieloide
cronica (K562), y de forma simultanea en células sanas del mismo linaje (PBMC y
células de médula 6sea, MO). Las CH-AuNPs se sintetizaron por el método de
Turkevich con un tamaino de 3-10nm. Demostraron citotoxicidad selectiva en las
células CEM y K562, sin comprometer la viabilidad de la contraparte no tumoral,
PBMC y MO. El mecanismo de muerte celular inducida por las CH-AuNPs
involucra la produccibn masiva de especies reactivas de oxigeno (ROS),
moleculas responsables del dafo mitocondrial y nuclear, de la activacién de la
caspasa-3 y de la muerte celular. ElI mecanismo de MCR es dependiente de la
linea celular; induciendo apoptosis en células CEM y necroptosis en células K562,
ambos inducen autofagia como mecanismo pro-supervivencia. Con esta
investigacion, se pretende dar la pauta al desarrollo de un tratamiento alternativo
para canceres hematologicos quimioresistentes. Abriendo las puertas a proximos
estudios que permitan probar la efectividad in vivo, ademas de la posibilidad de
acoplar a las CH-AuNPs con agentes que permitan abarcar mas tipos de MCR,
para evitar asi la resistencia de las células cancerosas al tratamiento.
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Efecto de IL-2 sobre la apoptosis en células de cancer de cérvix
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El cancer es una enfermedad multifactorial y representa un problema de salud
publica a nivel mundial. En México el cancer de cérvix, ocupa el segundo lugar en
incidencia precedido por el cancer mama. Considerando que en México el cancer
de cérvix es un grave problema de salud publica, se buscan terapias que permitan
disminuir la proliferacion de las células malignas, por lo que se ha considerado a la
interleucina 2 como un posible candidato.

La interleucina 2 (IL-2) se ha utilizado para tratar diferentes tipos de cancer que
expresan el receptor de IL-2 (IL2-R). Nuestro equipo de trabajo ha reportado que
el IL-2R se expresa en células de cancer de cérvix y que tiene un papel importante
en la proliferacidon de estas células. Recientes investigaciones de nuestro grupo de
trabajo indican que 100Ul/mL de IL-2 arresta las células en fase G1 a las 48h e
induce bajo porcentaje de apoptosis. Por otro lado el cisplatino es un tratamiento
de excelencia contra diferentes tipos de cancer debido a su efecto apoptético. Sin
embargo se desconoce el papel de la IL-2 junto con cisplatino sobre la induccion
de apoptosis en células de cancer de cérvix. En este trabajo analizamos el papel
de 100 Ul/mL de IL-2 sobre la induccion de apoptosis en las lineas de cancer de
cérvix HelLa e INBL, las cuales posteriormente se incubaron con cisplatino por 24 y
48h. Nosotros reportamos que en las células HelLa, no se observan diferencias
entre la apoptosis inducida por cisplatino con y sin detencion celular. En las
células INBL, el cisplatino disminuye su efecto apoptotico cuando las células se
arrestan. Teniendo en cuenta estos resultados, concluimos que la IL-2 podria
conferir proteccion a las células contra la apoptosis.
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La fosforilacion de Orai1 en los residuos S27/S30 facilita su interaccion con
el Receptor de IP; y estabiliza el estado inactivado de este receptor en
células HelLa
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El ion Ca?* es un segundo mensajero que participa en la regulacion de diferentes procesos
celulares mediante incrementos transitorios en la concentracion de Ca?* citoplasmico ([Cali)’.
Las dos principales fuentes de Ca?* son el espacio extracelular y el reticulo endoplasmico
(ER). En células no excitables, la entrada de Ca?* operada por depdsito (SOCE, por sus
siglas en inglés), es un mecanismo comun y ubicuo de influjo de Ca?* y esta ampliamente
descrito que las dos principales proteinas involucradas; son la proteina STIM-1 y los canales
Orai1?.

La activacion del canal Orai1 ocurre de la siguiente manera, en condiciones basales,
cuando el nivel de calcio luminal en el ER es alto, el dominio mano EF de STIM-1, que se
encuentra del lado luminal, estd unido a Ca?*, no obstante, cuando el nivel de Ca?* del ER
disminuye (por activacion del receptor de IPs, IP3R), la proteina STIM-1 se oligomeriza y
forma unos agregados que permiten su acercamiento a la membrana plasmatica, induciendo
de esta forma la activacion de los canales Orai1 y asi permitiendo el transporte de Ca?* del
espacio extracelular al citoplasma®. Finalmente la bomba SERCA transporta el Ca?* del
espacio extracelular al lumen del ER, recuperando los niveles altos de Ca?* luminal y asi
evitando el estrés del ER*.

Datos de nuestro laboratorio, basados en registros simultaneos de Ca?* del citoplasma
(Fura-2) y de Ca?* luminal (Mag-Fluo 4), sugieren que la sobre-expresion de los canales
Orai1, ademas de permitir la entrada de Ca?*, estarian inhibiendo la actividad del IP3R una
vez que ha sido activado por un agonista, ya que no bast6 con vaciar el ER unicamente con
tapsigargina (TG), por lo cual decidimos estudiar si las PKCs (activadas por diacilglicerol y
Ca?*) participaban en el proceso. Para esto se sobre-expreso la mutante Orai1 S27A/S30A,
que no puede ser fosforilada por PKC® y se observd que Orai1 mutante no pudo inhibir la
reduccion del Ca?* luminal inducida por la aplicacion de ATP y TG.

Por lo anterior decidimos usar la mutante fosfomimética Orai1 S27D/S30D, que inhibio la
liberacion tardia de Ca?* del ER, aun en la presencia de inhibidores de PKC (G6 6983), lo
cual sugiere que estos residuos estarian participando en esta inhibicion, posiblemente
mediante una interaccion proteina-proteina. La interaccion entre Orai1 y el IP3R la abordamos
mediante la técnica de Ensayos de Ligacion por Proximidad (PLA), que depende del uso de
anticuerpos especificos. PLA mostro que la sobre-expresion de Orai1 y de Orai1 S27D/S30D
aumenta la interaccion con el IP3R, mientras que Orai1 S27A/S30A presentd una menor
interaccion con el IP3R. Interesantemente, la aplicacion de agonista productor de IP3 acentuo
estas diferencias en las interacciones. Por o que hemos propuesto que la fosforilacion de
estos residuos de Orai1 es necesaria, mas no suficiente para la inhibicién por Orai1 de la
liberacion de Ca?* via el IPsR, debido a que se requiere la activacion previa del IP3R.

Referencias:

[1] Jonathan Soboloff, et al., (2012). Nat Rev Mol Cell Biol. 13:549-565.
[2] Iskandar F. Abdullaev et al., (2008) Circ Res. 103: 1289-1299.

[3] Prakriya M et al., (2006). Nature. 443 (7108): 230-233.

[4] Jonathan Soboloff et al., (2006). J. Biol. Chem. 281:20661-20665.
[5] Takumi Kawasaki et al., (2010). J. Biol. Chem. 285:25720-25730.
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La especificacion y maduracién de las células acinares pancreaticas
requiere un preciso patréon temporal de expresion de Prox1

Angélica Sofia Martinez-Ramirez, Thomas Borders, Beatriz Sosa-Pineda
Feinberg Cardiovascular and Renal Research Institute, Feinberg School of
Medicine, Northwestern University

Simpson-Querrey Biomedical Research Center, 8-500, 303 East Superior
Street, Chicago, lllinois, 60611, 312-503-4457,
angelica.ramirez@northwestern.edu

El pancreas es una glandula mixta con funciones endocrina y exocrina. EI pancreas
en el ratdbn emerge de dos brotes (ventral y dorsal) a partir del endodermo del intestino
proximal, alrededor del dia embrionario (E) E9.5-E10.5. Estos primordios proliferan, se
ramifican y producen precursores endocrinos y exocrinos a partir de E12.5-E13.5. Los
precursores acinares se localizan en las puntas de las ramificaciones y su
diferenciacion requiere una red regulatoria transcripcional que incluye a Ptf1a, Rbpjl y
otros factores de transcripcion (FT). En el pancreas maduro las células acinares
producen, almacenan y secretan los zimdgenos de las enzimas digestivas, mientras
que los ductos transportan los zimégenos en un fluido de bicarbonato y los vierten en el
intestino.

Previamente reportamos un FT homeodominio (Prox1) que es ampliamente expresado
en el pancreas embrionario de raton. La caracterizacion de los ratones nulicigotos de
Prox1 demostré que la actividad de Prox1 se requiere para el crecimiento, ramificacion
y especificacion endocrina durante el desarrollo del pancreas. Utilizando RNAseq,
recientemente reportamos que las vias de adhesion celular (sobre regulada) y
desarrollo de las células beta (regulada a la baja) eran las 2 vias principalmente
afectadas por la deficiencia de Prox1 en E13.5. Estos resultados también identificaron
un incremento en la expresion de multiples transcritos acinares “tardios” (zimégenos y
componentes de los granulos de secrecidn). Prox1 se expresa transitoriamente en las
células acinares durante la diferenciacion y no se detecta en las células maduras.
Nuestros resultados sugieren que la actividad de Prox1 se requiere en los precursores
acinares durante un periodo de tiempo corto para restringir la expresion de genes
especificos por lo que planteamos la hipétesis de que la expresion sostenida de Prox1
afecta la maduracion de las células acinares. Para resolver esta pregunta generamos
un modelo de ratones transgénicos (Prox12°CF) en los que se mantiene la expresion de
Prox1 en las células acinares de forma sostenida. En los pancreas de ratones
Prox12°CF recién nacidos encontramos expresién disminuida de genes que codifican
para FT necesarios para la maduracion (Rbpjl), para multiples proteinas ribosomales,
tripsinogenos y para proteinas de los granulos de secrecién. Ademas, los ratones
Prox12°CE mostraron multiples alteraciones en el pancreas similares a las observadas
en otros modelos murinos de pancreatitis y estrés en el reticulo endoplasmico. En
conclusioén, identificamos a Prox1 como un nuevo regulador del desarrollo acinar
pancreatico. Nuestros hallazgos sugieren que la presencia de modificaciones genéticas
que puedan afectar la expresion acinar de Prox1 pueden resultar en una patologia
pancreatica severa.
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Planta que buen cloroplasto encamina, en sobreviviente de
congelaciéon culmina. Efectos de las MAP cinasas en la
fotosintesis durante la aclimatacion al frio.

llian Giordano Ponce-Pineda?, Carla Daniela Gonzalez-Cordova?, Laura Carmona-
Salazar?, Angel Arturo Guevara-Garcia®, Marina Gavilanes-Ruiz?.

a Departamento de Bioquimica, Facultad de Quimica, Universidad Nacional Auténoma de México,
Cd. Universitaria, 04510, Ciudad de México. México.

b Departamento de Biologia Molecular de Plantas, Universidad Nacional Autbnoma de México,
Instituto de Biotecnologia, 62210, Cuernavaca, Morelos.

Las plantas deben adaptarse para enfrentar la estacion fria durante su ciclo de
vida. Esta aclimataciéon al frio permite la sobrevivencia de la planta a la
congelacion, mediante una reprogramacién génica y metabdlica. Esta
reprogramacion conlleva a una serie de eventos como la activacion de las
cascadas de cinasas activadas por mitégenos (MAPKs), las cuales son
componentes de la sefalizacion intracelular involucradas en diversos aspectos de
la fisiologia de la planta. Dentro la estructura celular, el cloroplasto es usualmente
el organelo mayor y mas rapidamente afectado durante el frio, donde comunmente
la actividad del fotosistema Il se ve inhibida y los niveles de clorofilas, carotenos y
xantofilas son alterados. En nuestro laboratorio trabajamos con plantas
Arabidopsis thaliana silvestres (wt) y mutantes incapaces de expresar las cinasas
MPK3, MPK4 o MPKG®, las cuales fueron aclimatadas a 4 °C por una semana (AC)
o mantenidas a 22 °C (NA). Se encontré que las plantas AC aumentaron su
sobrevivencia a la congelacion comparadas con las plantas NA, excepto en la
mutante mpk6. Los niveles de clorofila total no variaron entre tratamientos,
excepto en la planta wt AC, en donde se encontré un ligero aumento. La eficiencia
fotosintética no se vio afectada tras la AC en todos los genotipos, y Unicamente la
absorcidn de los pigmentos antena por centro de reaccion disminuy6é en la
mutante mpk4 en ambas condiciones. Al analizar la ultraestructura celular se
encontré que los cloroplastos tenian una forma fusiforme en las condiciones NA,
excepto en la mpk6, en la que algunos se encontraban de forma esférica. Al ser
aclimatadas, los cloroplastos parecieron unirse a la membrana plasmatica,
excepto en la mpk6, en la que la forma esférica se vio mas marcada, ademas de
perder la organizacién de los tilacoides y de internalizarse ligeramente en la célula.
Un estudio preliminar de algunos transcritos de genes involucrados en la
respuesta a frio muestra un aumento en COR15A (Protein Cold-Regulated 15A,
proteina con actividad crioprotectora) tras ser aclimatadas a frio, a excepcion de la
mpk6, donde no parecié haber efecto alguno. Estos resultados indican una posible
regulacion diferencial de la fotosintesis por parte de las MPK3/4/6 en el proceso de
aclimatacién al frio.

Este trabajo fue financiado por DGAPA, UNAM (PAPIIT IN220618), Facultad de
Quimica (PAIP 50009115) y CONACYT, México (238368).
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El contexto celular en la regulacion transcripcional

Diana G. Rios-Lopez*, Bibiana Ortega Dominguez, Yuli Aranda Lopez, David Martinez
Pastor & Marina Macias-Silva

Instituto de Fisiologia Celular, Universidad Nacional Auténoma de México. Ciudad de México,
C.P. 04510. MEXICO. e-mail: drios@ifc.unam.mx*

La regulacion de la expresion de genes es tipo celular y contexto especifico. Nosotros
estudiamos la regulacion transcripcional del co-regulador transcripcional de la via de
Hippo: TAZ en un modelo hepatico. El higado es uno de los principales organos
encargados de mantener la homeostasis del organismo. Los hepatocitos son el principal tipo
celular de este o6rgano, y llevan a cabo la mayoria de sus funciones. Alteraciones en este
tipo celular conllevan a la transformacion de los hepatocitos y el desarrollo del
hepatocarcinoma que es el tipo de cancer de higado méas comin y el 7° tipo de cancer con
mas casos en el mundo reportado en 2018. Se ha observado que existe una correlacion entre
el desarrollo del hepatocarcinoma y un incremento en los niveles de TAZ. El TGF- es una
citocina pleiotropica que puede actuar como un factor citostatico o promotor de tumores
dependiendo del contexto celular. Se ha determinado que el TGF-B puede regular la
expresion de TAZ a través de vias no candnicas mediante mecanismos diferentes de
acuerdo al tipo celular; por lo tanto, nosotros estamos interesados en determinar si el TGF-
B regula la expresion de TAZ a través de su via canonica en células de hepatocarcinoma.
Analisis de la region promotora del gen que codifica para TAZ indican la existencia de
sitios de union para las proteinas Smad. Estudios de la expresion de TAZ mediante ensayos
de WB, y gen reportero en células HepG2 sugieren que TAZ es regulado por la via de TGF-
[B/Smad2.

Este trabajo esta apoyado con recursos de PAPIIT/DGAPA, UNAM.
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Sobreexpresion del canal Karpr mitocondrial en carcinoma mamario triple
negativo

Julio César Rodriguez Flores, Javier Francisco Alamilla Gonzalez y Ricardo
Antonio Navarro Polanco.

Centro Universitario de Investigaciones Biomédicas. Universidad de Colima
Av. 25 de Julio #965, Las Viboras. C.P. 28045. Colima, Col.

Teléfono: 312 316 1129 Ext. 47507

Dr. Ricardo Antonio Navarro Polanco, magdal@ucol.mx

El cancer de mama triple negativo (CMTN) es el subtipo de carcinoma mamario mas agresivo
y menos estudiado. Inicialmente con estudios RT-PCR encontramos que el canal Kir6.2
(Katp) increment6 drasticamente su expresion en las lineas de CMTN de distintos estadios
tumorales. Por tal razén, en el presente trabajo estudiamos los aspectos funcionales de los
canales Katp en dos lineas celulares de estadios | y Il de CMTN y una linea celular de epitelio
mamario no tumoral. Para lo cual se realizaron registros de corrientes macroscopicas en
condiciones de fijacion de voltaje en la configuracién de célula completa. Sorpresivamente,
los experimentos electrofisiologicos mostraron que el canal Kater no se expresa
funcionalmente en las membranas plasmaticas de las células de CMTN. Por lo tanto, en los
siguientes experimentos nos enfocamos en determinar la localizacién del canal Katp
mediante inmunocitoquimica (ICC) y microscopia confocal. Las micrografias que se
obtuvieron evidenciaron la localizacion del canal Kate mayoritariamente intracelular, con una
clara distribucion perinuclear. Con base en diversos reportes previos, estos resultados
sugerian la expresibn de un canal Karp mitocondrial. Posteriormente, realizamos
experimentos de colocalizacion utilizando un triple marcaje (nucleo-mitocondria-Kate). Los
resultados mostraron una colocalizacion positiva entre el canal Kate y mitocondria en las
lineas celulares de CMTN, pero no asi para la linea no cancerosa. Finalmente, la modulacion
del canal Kate mitocondrial con distintos farmacos (abridores y bloqueadores) afectd la
viabilidad y proliferacion de las lineas celulares de CMTN, interesantemente, este efecto no
se observo en la linea celular no tumoral. Estos resultados sugieren que el canal Kartp
mitocondrial es un potencial blanco molecular en el tratamiento y diagnostico temprano del
CMTN.

Apoyado por FON.INST-CONACYT: FC-2015-99 a RANP
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Analisis del efecto antioxidante de la prolactina en los astrocitos
de raton.

Miriam Ulloa', Fernando Macias', Rodrigo Manuel Arofia’, Josué Rivera', Carmen
Clapp', Gonzalo Martinez de la Escalera’, Edith Arnold*2.

'Departamento de Neurobiologia Celular y Molecular, Instituto de Neurobiologia,
UNAM Campus Juriquilla, Querétaro, México. 2CONACYT Catedratica—Instituto de
Neurobiologia, Universidad Nacional Autonoma de Meéxico (UNAM), Campus
UNAM-Juriquilla,  Querétaro, México. Teléfono: 4422381028; Correo:
earnoldh@gmail.com

Los astrocitos preservan la homeostasis neural, manteniendo la integridad
sinaptica, proporcionando proteccion y soporte metabdlico a las neuronas y
regulando la respuesta inflamatoria. Varios tipos de estrés, lesiones vy
enfermedades cerebrales inducen disfuncién mitocondrial y estrés oxidativo que
conducen a la muerte de astrocitos y por ende a neurodegeneracion. La prolactina
(PRL) es una hormona peptidica adeno-hipofisiaria que limita la gliosis y la
degeneracion de la retina neural que esta sometida a estrés luminico y tiene
acciones antioxidantes en el epitelio pigmentario retiniano (Arnold et al., 2014;
Thébault, 2017). En estudios recientes encontramos que el receptor de la PRL se
expresa en los astrocitos de rata en cultivo y los protege contra el dafio inducido
por un estrés oxidativo, incrementando la expresion de enzimas antioxidantes y su
capacidad antioxidante. En este trabajo, investigamos el efecto de la falta de
sefalizacion de la PRL en la respuesta antioxidante de astrocitos bajo estrés
oxidativo. Se realizaron cultivos primarios de astrocitos corticales de ratones
neonatos carentes (Prir-/-) o no (Prir+/+) del receptor de PRL (PRLR) y fueron
trataron con concentraciones crecientes de PRL (0.01-10 nM) por 24 horas al
termino de las cuales se indujo un dano por estrés oxidativo inducido con 400 uM
de peroxido de hidrégeno (H202) por 3 horas. Se evalué la viabilidad celular, la
produccion de especies reactivas (ROS) y la actividad enzimatica, mediante los
ensayos de MTT, la oxidacion de DCFDA y DHE, y kits comerciales,
respectivamente. En condiciones basales la ausencia del PRLR provocod un
aumento en la produccion de ROS, pero no disminuyd la viabilidad celular de los
astrocitos, ni altero la actividad enzimatica de la glutation peroxidasa (GPx) y la
superoéxido dismutasa (SOD) en comparacion a los astrocitos que si expresan al
PRLR. Cuando se indujo el dafio oxidativo con H202 en los astrocitos que
expresan al PRLR (Prir+/+), la PRL inhibi6 la disminucion de la viabilidad celular,
inhibié el aumento en los niveles de ROS y aumentd la actividad enzimatica de la
GPx y la SOD. Mientras que ninguno de estos efectos de la PRL se observo en los
astrocitos de ratones carentes del PRLR. Estos resultados sugieren que las
acciones de la PRL mediadas a través de su receptor son especificas para la
respuesta antioxidante de los astrocitos, por lo que la PRL podria ser un potencial
factor terapéutico en patologias cerebrales que cursan con un incremento en el
estrés oxidativo, tales como la diabetes.

Agradecemos el apoyo técnico de Fernando Lépez Barrera, Xarubet Ruiz Herrera
y Alejandra Castilla por su asistencia técnica. Apoyado por CONACYT CB254728.

Autor responsable Dra. Edith Arnold Hernandez
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Caracterizacién de la movilizacion de calcio por agonistas purinérgicos en
células HelLa

Rodrigo Contreras Gaytan, Ericka Martinez Martinez, y Agustin Guerrero Hernandez.
Departamento de Bioquimica, Cinvestav-IPN; Meéxico. Av. Instituto Politécnico
Nacional 2508, Col. San Pedro Zacatenco, C.P. 07360, Ciudad de México.

Teléfono: (52) (565) 5747-3950 Correo-e: aguerrero@cinvestav.mx

El ATP extracelular modifica la conducta celular a través de unirse a los receptores
purinérgicos de la membrana plasmatica. Esta superfamilia esta constituida por receptores-canales
(P2X)" y por receptores acoplados a proteinas G (P2Y)®@. Los primeros son canales no selectivos
permeables al Ca?* que incrementan la concentracion intracelular de calcio ([Ca?*])) por lo mismo son
sensibles al gradiente electroquimico de Ca?* y al potencial de membrana. Los segundos, como el
receptor P2Y2, presente en células Hela, se acoplan a las proteinas Gg11 y esto conduce a la
produccion de IPs y DAG como resultado de la activacion de la fosfolipasa CB. El IP3 incrementa la
[Ca?*]i por activar al RIP3 presente en el reticulo endoplasmico (ER).

El incremento transitorio de la [Ca?*]i inducido por el ATP en células HelLa se pudiera deber a
movilizacion de los depositos intracelulares y a la entrada de Ca?' a través de canales de la
membrana plasmatica puesto que las células HeLa expresan tanto P2Ys como P2Xs®). En presencia
de Ca?* externo, el incremento de la [Ca?*]i inducida por el ATP es cercana a 1 uM, sin embargo, en
ausencia de Ca?* externo, la respuesta a ATP es menor a 300 nM. Estos datos sugieren que el ATP
produce un incremento de la [Ca?*] por estimular mayoritariamente la entrada de Ca?* del medio
extracelular. La despolarizacién de las células con alto potasio reduce el gradiente electroquimico
para la entrada de Ca®* y bajo estas condiciones la amplitud de la respuesta de [Ca?*] inducida por
ATP fue similar a la obtenida en ausencia de Ca?* externo. Esto sugiere que la entrada de Ca?*
inducida por ATP ocurre por canales no selectivos permeables al Ca?*, ya sea P2Xs o los TRPCs.
Descartamos la entrada de Ca?* regulada por depdsito (SOCE) porque la sobreexpresion de la
dominante negativa de Orai1 (Orai1E106A) no produce ninguna diferencia en la amplitud de la
respuesta al ATP, lo cual sugiere que SOCE no participa con ATP. Por otro lado, el ATP si produjo
un vaciamiento parcial del ER que varid segun las condiciones experimentales. ATP y tapsigargina
vacio el ER solo un 10% en presencia de Ca?* externo, un 30% en ausencia de Ca?* externo e
intermedio de 20% en alto potasio. Estos datos sugieren que el vaciamiento del ER por ATP esta
afectado por la presencia de Ca?* externo. Ademas, el vaciamiento del ER por preincubar a las
células con tapsigargina, un inhibidor selectivo de la bomba de Ca?* SERCA del ER, produjo la
completa inhibicion de la respuesta al ATP y por lo mismo este dato sugiere que el ATP produce
principalmente una liberacién de Ca?* de los depdsitos intracelulares por lo tanto utiliza los
receptores P2Ys mas que los P2Xs.

Para conciliar esta aparente paradoja de la dependencia del Ca?* externo a la liberacion de
Ca?* del RE por el ATP, pensamos que este agonista induce una pequefia entrada de Ca?* necesaria
para reclutar, mediante la liberacion de Ca?* inducida por Ca?* o también conocida como CICR (por
sus siglas en inglés), la poza completa de los receptores de IP3 presentes en el reticulo
endoplasmico. Esto sugiere que la entrada de Ca?* y la liberacién de Ca?* del reticulo endoplasmico
no son dos eventos independientes en la sefializacién por calcio y mas bien son dos eventos
fuertemente interconectados.

Referencias:

1. Schmid R, Evans RJ. ATP-Gated P2X Receptor Channels: Molecular Insights into Functional Roles. Annu Rev
Physiol. 2019;81(1):43-62.

2. Erb L, Weisman GA. Coupling of P2Y receptors to G proteins and other signaling pathways. Vol. 1, Wiley
Interdisciplinary Reviews: Membrane Transport and Signaling. 2012. p. 789-803.

3. Welter-Stahl L, da Silva CM, Schachter J, Persechini PM, Souza HS, Ojcius DM, et al. Expression of purinergic
receptors and modulation of P2X7 function by the inflammatory cytokine IFNy in human epithelial cells. Biochim
Biophys Acta - Biomembr. 2009;1788(5):1176-87.



g VIl Congreso de la Rama de Transduccion de Senales de la Sociedad Mexicana de Bioquimica

M) Centro Académico Cultural - Campus UNAM, Juriquilla, México 4-7 Noviembre 2019

TMEM16A REGULA LA POLIMERIZACION DE ACTINA A TRAVES
DE FAK Y ERK1/2 DURANTE LA CAPACITACION ESPERMATICA

Ana Lilia Roa Espitia, Tania Reyes Miguel, Aideé Saray Lépez Torres, Monica
Lizbeth Salgado Lucio, Joaquin Cordero Martinez J, Enrique Othén
Hernandez Gonzalez.

Departamento de Biologia Celular, Centro de Investigacion y Estudios Avanzados
del Instituto Politécnico Nacional. Av Instituto Politécnico Nacional 2508, San
Pedro Zacatenco, CP 07360. CDMX, México.E-mail: eoton@cell.cinvestav.mx

La capacitacién es uno de los procesos mas importantes para la fisiologia de los
espermatozoides de los mamiferos, este representa una serie de cambios
bioquimicos, metabdlicos y fisioldgicos experimentados por los espermatozoides y
que les permiten llevar a cabo la reaccion acrosomal (RA) y la hipermotilidad. En
conjunto estos eventos habilitan a los espermatozoides para fertilizar a los 6vulos.
Durante la capacitacion, los espermatozoides experimentan cambios como:
sustraccion de colesterol de la membrana plasmatica, incrementos en la
fosforilacidon de proteinas en residuos de Tyr y en la captacion de bicarbonato,
hiperpolarizacion del potencial de membrana (Em), y polimerizacién de actina, entre
otros. Este ultimo tiene una relevancia importante ya que su inhibicion inhabilita a
los espermatozoides para fusionarse con la membrana plasmatica del o6vulo.
Recientemente, nuestro grupo reporto que la inhibicion del canal de cloro
dependiente de calcio, TMEM16A, provoca serias alteraciones en los procesos de
la capacitacion, la RA y hipermotilidad. Por tanto, el objetivo de este trabajo fue
determinar el papel de TMEM16A sobre la polimerizacidon de actina y la posible via
de senalizacion que lo relacionada con este proceso. Adicionalmente, los efectos
de TMEM16A fueron comparados con los de otros canales de CI-, CFTR y CCL. Los
resultados obtenidos muestran: 1) La inhibicion de TMEM16A, impidi6 la
polimerizacién de actina que se da durante la capacitacién, efecto que no fue
observado cuando se inhibié a CFTR o CCL. 2) La inhibicién de TMEM16A no
permitié la activacion de RhoA durante la capacitacion. 3) Cuando TMEM16A fue
inhibido, Fak125 no se autofosforila en Tyr397. 4) Recientemente, hemos
demostrado que la activacion de Fak125 esta relacionada con la activacion de
ERK1/2, que a su vez esta relacionada con la activacién del GEF de RhoA, GEF-
H1. Cuando se inhibié a TMEM16A, también se impidié la activacion de ERK1/2. En
conjunto los resultados sugieren que la actividad de TMEM16A, que mantiene la
homeostasis intracelular de CI-, es importante para la actividad de cinasas como
FAK125 y ERK1/2, las cuales son parte de las vias de sefalizacion que regulan la
polimerizacion de actina y que permiten que los espermatozoides adquieran su
habilidad fertilizante y se fusionen con la membrana plasmatica del 6vulo.
CONACYT No. 284183 [EOHG]
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ESTUDIO IN SILICO DE BORO DERIVADOS DE AMINO ACIDOS
ALFA-AMINO AROMATICOS COMO POTENCIALES
INFLEXIONADORES DE CANALES TRPV

Rosalez Melvin Nadir2®?, Abad Garcia Antonio?®, Soriano-Ursua Marvin Antonio?

Department of Physiology, Escuela Superior de Medicina, Instituto Politecnico Nacional,
Plan de San Luis & Diaz Miron s/n, Mexico City, 03510, Mexico: e-mail:
soum13mx@gmail.com

El dolor es la principal causa de consulta a nivel mundial, siendo el dolor neuropatico el
tipo de dolor con mas dificultad terapéutica. El dolor neuropatico es una de las
principales complicaciones post quimioterapia y se presenta en mas del 50% de los
pacientes diabéticos. Para la transduccién de las sefales nerviosas del dolor
intervienen varios elementos, dentro de los cuales el cation de calcio se encuentra
estrechamente relacionado. Dentro de los canales que se encuentran a nivel de la
membrana plasmatica, se encuentran los canales de potenciales de receptores
transitorios (TRP’s), y los que se relacionan con la transduccién del dolor y la entrada
no selectiva de calcio y sodio, son los TRPV, v para vaniloide, con mayor importancia el
TRPV1, 2 y 3. Las boroxazolidonas siendo derivados de 2-Aminoetildifenil borinato, 2-
APB, una molécula conocida con uniones hacia los TRP incluyendo las anteriores, mas
aminoacidos esenciales, se espera que presenten una mayor fuerza de Gibbs y Ki que
el 2-APB. Para esto se hizo un estudio computacional de dockeo para estos 3
receptores y sus correspondientes compuestos con el analisis e interpretacion de los
datos arrojados de este estudio. Se unen con mayor afinidad que su compuesto base,
ademas de presentar menor Ki que el 2-APB, pero se requiere el estudio in vivo en un
modelo murino para describir si hay activacion o inhibicion a las concentraciones
correspondientes, de estos canales, ademas de poder describir sus perfiles toxicos y
letales.
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Los canales BK estan asociados a los receptores IP3 y pueden
ser regulados a través de receptores P2Y en cancer de mama
triple negativo
Rodrigo Zamora Cardenas, Eloy Gerardo Moreno Galindo y Ricardo Antonio

Navarro Polanco
Centro Universitario de Investigaciones Biomédicas. Universidad de Colima. Laboratorio

de fisiologia molecular de canales idnicos. Av. 25 de julio 965 col. Villa san Sebastian,
Colima, Col. 28045, (312) 3161129, ext. 47507, magdal@ucol.mx

Los canales de K* modulados por Ca?* y voltaje, de gran conductancia (BK)
contribuyen en la regulacién de multiples procesos fisioldgicos tanto en células
excitables como no excitables. Recientemente, se ha mostrado su participacion en
el desarrollo de procesos oncogénicos. Sin embargo, no existen investigaciones
que vinculen a estos canales en el inicio y progresiéon de los diferentes tipos de
cancer de mama, incluyendo el mas agresivo, el triple negativo (CMTN). En este
sentido, nuestro objetivo fue investigar el papel del canal BK en la fisiopatologia
del CMTN. Para ello, registramos la corriente BK mediante la técnica de fijacion de
voltaje, en la configuracién de célula completa, en tres lineas celulares epiteliales
mamarias: MCF-10A (no-tumoral), HCC1395 y HCC1143 (estadios | y IIA de
CMTN, respectivamente). La corriente BK se identificd con el bloqueador selectivo
paxilina (500 nM), la cual aboli6 ~95 % de la corriente macroscépica, denotando
ser la corriente de K* con mayor contribucién en las tres lineas celulares. Dichos
experimentos, al ser realizados con BAPTA 5 mM en la solucion interna, y debido
a que la actividad del canal BK es favorecida por el Ca?* citosolico, sugieren una
asociacion con una fuente de Ca?' que permite su activacion. Tratando de
discernir dicha fuente, encontramos que la remocién de Ca?* extracelular, asi
como el bloqueo o activacion farmacologica de receptores de rianodina (con 10 y
0.1 pM de rianodina, respectivamente) no repercuten sobre la actividad
macroscopica del canal BK; descartando asi a los canales permeables a Ca?* de
la membrana plasmatica y a los receptores de rianodina de los depdsitos
intracelulares como posible fuente de activaciéon de los canales BK. Por el
contrario, la activacion indirecta de los receptores IP3, mediante la liberacion de
IP3 inducida por la activacion de los receptores P2Y (usando ATP 25 uM),
incrementd tanto la activacion de la corriente macroscopica sensible a paxilina en
célula completa, como la probabilidad de apertura del canal BK en registros de
canal unitario. Adicionalmente, mediante inmunocitoquimica, se observo que dicho
canal BK present6 una distribucién espacial en forma de grupos o conglomerados
en la membrana plasmatica, sugiriendo su presencia en balsas lipidicas y su
asociaciéon a receptores IP3, de acuerdo a los experimentos funcionales. Dicha
asociacion entre los receptores IP3 y los canales BK podria estar contribuyendo a
la carcinogénesis de las células de CMTN, y con ello proporcionar una nueva
estrategia terapéutica para este carcinoma.
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La Ruta de Senalizacion PAK1/CaMKIly Regula la Migracién e
Invasion en Células de Cancer de Mama Humano
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Genaro Patifio Lépez®.
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La proteinas PAK son una familia de cinasas de serina/treonina, activadas por las
GTPasas pequefias Cdc42 y Raci1. Distintos estudios sugieren que algunos
miembros de esta familia, principalmente PAK1, desempefian un papel clave en
los “hallmarks” del cancer al regular procesos celulares como la reorganizacién del
citoesqueleto de actina, la progresion del ciclo celular, angiogénesis y la
supervivencia. Sin embargo, los sustratos relevantes de PAK1 encargados de
controlar estos eventos celulares no han sido completamente caracterizados.

Un estudio reciente, empleando microarreglos de fosfoanticuerpos, nos permitio
identificar distintas proteinas sefalizadoras cuya actividad se ve afectada por el
silenciamiento genético de PAK1, algunas de estas moléculas son sustratos
conocidos de esta cinasa y otras son potenciales nuevos sustratos, los cuales
podrian tener relevancia durante la iniciacion y/o progresion tumoral. En este
trabajo mostramos que la proteina cinasa dependiente de Ca®‘/Calmodulina II
gamma, CaMKIlly; es fosforilada por PAK1 en el residuo de Thr287, que ambas
proteinas interactuan fisicamente en distintas lineas celulares de cancer de mama
humano, que la inhibicion farmacolégica o silenciamiento con siRNAs dirigidos
contra PAK1 reducen drasticamente los niveles de fosforilacién de CaMKIlly en la
Thr287, y que la sobreexpresion de un mutante de PAK1 cuya actividad es
inducida con rapamicina, incrementa la fosforilacion de CaMKIly en ese mismo
residuo. Ademas, estudios farmacoldgicos mostraron que la inhibicion combinada
de PAK1 y CaMKIlly tiene un efecto sinérgico potente e induce apoptosis en las
lineas celulares de cancer de mama MCF-7, SK-BR3 y MDA-MB-231, pero no en
la linea celular de epitelio de glandula mamaria no transformado MCF10A.

De manera interesante, observamos que la inhibicion farmacolégica combinada de
PAK1 y CaMKIlly reduce en mas de un 90% la migracién e invasion celular. Por
otra parte, un analisis bioinformatico nos permitid determinar que pacientes de
cancer de mama cuyos tumores presentan altos niveles de expresion de PAK1 y
CaMKIlly, tienen una peor sobrevida que las pacientes cuyos tumores presentan
bajos niveles de expresion de ambas proteinas. Finalmente, un estudio preliminar
por Inmunohistoquimica, muestra que en algunos tumores de mama humanos
ambas proteinas se encuentran sobreexpresadas, por lo que la inhibicion
farmacoldgica de esta nueva ruta de sefalizacion podria resultar benéfica para el
tratamiento del cancer de mama.
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El papel del TGFB1 y TGFB3 en la formacion de fibrosis en

miofibroblastos hipertréficos humanos.

Alejandro Cabrera-Wrooman, Alejandra Yoselin Gonzélez-Muniz, Rene Abarca-
Buis y Edgar Krotzsch.

Laboratorio de Tejido Conjuntivo, Instituto Nacional de Rehabilitacion “Luis
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14389 Ciudad de México, México. 59991000 ext: 14706 aca_w@yahoo.com.mx
Cuando la piel sufre una lesion lleva a cabo el proceso de reparacion, este paso
por el cual la piel repara sus heridas es llamado cicatrizacion. La cicatriz
hipertrofica es una enfermedad que genera fibrosis en la piel, la cual es
caracterizada por una produccién y regeneracion incrementada de la matriz
extracelular, y es causada principalmente por un aumento en la reparacion de la
herida. La cicatrizacién hipertréfica es caracterizada por fibrosis e inflamacion, la
cual esta asociada con el aumento en la citosinas inflamatorias y factores de
crecimiento. La superfamilia del factor de crecimiento tumoral beta (TGFf) es un
importante mediador de la reparacion de heridas, también se ha demostrado
promueve la diferenciacion de fibroblastos hacia miofibroblastos. Existen tres
isoformas del TGFB (TGFB1, 2 y 3), cada isoforma participa en el proceso de
cicatrizacion de una manera diferente dependiendo del contexto. En particular el
TGFB1 es la isoforma que mas prevalece en los tejidos, y algunas de sus
funciones son: proliferacion diferenciacion y desarrollo de fibrosis. En
comparacioén, la isoforma TGFB3 se ha encontrado que promueve una no-
cicatrizacion en el tejido fetal y en el adulto una disminucion en la formacién de
cicatriz aguda o hipertrofica. EI TGFB sefaliza a través de sus receptores
transmembranales activando la via de las SMADs, aunque también se ha
mostrado que activa otras vias como las de las MAPKs. Hasta la fecha no se
conocen cuales son las vias por las cuales el TGFB3 se encuentra participando en
la formacion o disminucion de la cicatrizacién hipertréfica

El objetivo de este trabajo es conocer el papel del TGFB1 y TGFB3 en el desarrollo
de fibrosis en miofibroblastos hipertréficos humanos aislados a partir de biopsias
de pacientes con cicatriz hipertréfica.

Los resultados mostraron un aumento en la expresion de la PKC comparandolo
con el control cuando las células son estimuladas con TGFB1 en miofibroblastos.
Interesantemente la linea celular BJ1 incremento la expresion de PKC cuando son
fueron estimuladas con TGFB3 y no asi cuando fueron estimuladas con TGF31. La
incubacion con TGFB1 y TGFB3 en los miofibroblastos hipertréficos demostraron
que la MAPK incrementa su expresion y se observa localizada principalmente en
el nucleo a los 10 min de incubacion. Interesantemente, cuando se incuba con BIM
las MAPK no se localiza en el nucleo Por otro lado, encontramos que la proteina
AKT presenté una mayor expresion en los miofibroblastos comparandolo con los
fibroblastos, ademas de que incrementd su expresion cuando fueron estimuladas
con ambos factores de crecimiento y esta expresion se observa en la zona
perinuclear y en el citoplasma. Interesantemente, la inhibicion de la PKC
disminuyo la expresion de AKT en miofibroblastos. La activacion del receptor para
TGF activa a la MAPK y a AKT en fibroblastos y en miofibroblastos hipertréficos.
El TGFB1 activa a la PKC en miofibroblastos y no asi en fibroblastos de piel
normales. La PKC parece estar regulando a la MAPK y a AKT en miofibroblastos
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Cultivos enriquecidos en células troncales cancerosas poseen activa
la etapa de sensado de la via de Respuesta a Daino al ADN

Heriberto Abraham Valencia-Gonzalez'3, Graciela Ruiz Ramirez?3, Elizabeth Ortiz-
Sanchez?, Alejandro Garcia-Carranca?

'Doctorado en Ciencias Bioquimicas UNAM; 2Genética y Biologia Molecular
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Ciudad de México, México. C.P. 14080. carranca@iibiomedicas.unam.mx

Resumen

La via de respuesta a dafio al ADN (DDR) es una compleja red de sehnalizacion que
conduce la reparacion del ADN; abarca desde el sensado, la transduccion y la
mediacion de sefiales de dafio en el material genético hasta la respuesta celular. Danar
el ADN empleando radiacién ionizante (IR) es una de las estrategias para eliminar
células cancerosas; sin embargo, hay tumores que se muestran poco sensibles a la IR.
Esta caracteristica se le ha atribuido a una subpoblacion de células tumorales
denominadas células troncales cancerosas (CSC) y se ha propuesto que reparan el
dafio del ADN de manera mas eficiente que otras células tumorales, resistiendo la
quimio o radioterapia, causando incluso recurrencia clinica y metastasis. El objetivo del
trabajo fue establecer la diferencia en la expresion de los componentes de la etapa de
sensado de dafio entre cultivos enriquecidos en CSC, cultivados como esferas, y
cultivos no enriquecidos, cultivados como monocapa, asi como la sobrevivencia
después de la exposicidon a IR. Comparamos la respuesta a IR entre cultivos no
enriquecidos y enriquecidos en CSC de las lineas celulares de cancer HeLa y MCF-7.
El enriquecimiento en CSC de células HelLa se verifico mediante la presencia de la
proteina CD49f y la actividad de ALDH. Luego, evaluamos si existian diferencias en los
elementos sensores de la via DDR. Encontramos que los cultivos de CSC fueron
menos sensibles a IR que los cultivos convencionales. Observamos en cultivos de CSC
sin IR una expresidn basal mas alta de las proteinas pATM, yH2A.X y PARP1
escindida. Estos hallazgos proporcionan la primera evidencia de que las proteinas
sensores de dano del ADN estan presentes y se activan preferentemente en CSC, a
diferencia de la mayor parte de las células en cultivos en monocapa. La comprension de
la via DDR puede proporcionar informacion sobre la resistencia celular a la radioterapia,
asi como identificar algun blanco que sensibilice a las CSC a las terapias citotéxicas v,
en el futuro, pueda mejorar los tratamientos contra el cancer.
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Identificacion de la Oncoproteina Lyn como un Potencial Nuevo
Sustrato de la Proteina Fosfatasa de Tirosinas 1B
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Las proteinas fosfatasas de tirosina (PTPs) juegan un papel importante en
la regulacién de diversos procesos celulares como la proliferacion, migracién,
sobrevivencia, apoptosis y progresion del ciclo celular entre otros. Una molécula
qgue ha llamado la atencion de la industria farmacéutica en los ultimos afos es la
proteina fosfatasa de tirosinas 1B (PTP1B), debido a que se encuentra
sobreexpresada en cancer de mama, higado, colon, es6fago y ovario. Los
estudios mas detallados sobre la participacion de PTP1B en cancer, han sido en
modelos de cancer de mama positivos a HER2, en los que se ha observado que
PTP1B promueve la transformacion celular al activar las vias de las MAPK y de
Src. Sin embargo, estudios con modelos murinos de cancer de mama deficientes
de PTP1B arrojan resultados inconsistentes en lo que se refiere a los niveles de
activacién de las vias de sefalizacion antes mencionadas, por lo que es necesario
identificar nuevos sustratos de esta fosfatasa que pudiesen estar involucrados en
el proceso de transformacion celular. Con este propdsito, se realizé un estudio de
fosfoprotedmica, en el que se identificaron mas de 380 potenciales nuevos
sustratos de PTP1B. De manera interesante, entre estos potenciales sustratos se
encuentra la proteina tirosina cinasa de tipo no receptor Lyn, la cual se encuentra
hiperactiva en distintos tipos d tumores. En este trabajo, mostramos que PTP1B
forma un complejo estable con Lyn in silico, que un péptido correspondiente a los
aminoacidos 392-402 de Lyn fosforilado en el residuo de Y397 es desfosforilado
por PTP1B in vitro, y que ambas proteinas interactuan en un contexto celular
mediante experimentos de co-inmunoprecipitacion y co-localizacion. Estos
resultados sugieren que Lyn es un nuevo sustrato de PTP1B, por lo que es de
nuestro interés estudiar en el futuro cual es el efecto de esta desfosforilacion en la
actividad biologica de Lyn.
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Expresion del ARNm que codifica para las isoformas de la NOS y las
subunidades de la GCs en el sistema auditivo del Gallus domesticus
durante el desarrollo embrionario

Valeria Zuleta'", Eduardo Monjaraz', Beatriz Rocha', Amira Flores'
'Instituto de Fisiologia Benemérita Universidad Auténoma de Puebla
*C.P.:72580, Tel: 222 5434825; correo electrénico:
valeri.zuleta19@gmail.com

Estudios recientes demuestran que la via de sefalizacion NO-GMPc esta involucrada en el
desarrollo de los sistemas sensoriales de muchas especies de animales. En nuestro laboratorio
se ha demostrado mediante un estudio de expresion génica la existencia de las tres isoformas
de la NOS en el sistema vestibular en edades embrionarias de 15, 17,19 y 21 dias, Encontramos
una disminucion en la frecuencia de descarga de las aferentes de manera dependiente con la
edad y la concentracion al aplicar los inhibidores de la NOS, L-NOARG y 7-NIl. Ademas
encontramos un aumento en la descarga basal de las aferentes con la aplicacion del donador
de NO (NOR-3) y del 8-Br-GMPc; la coaplicacién de 8-Br-GMPc y NMDA incremento6 la
descarga espontanea de las aferentes lo que demuestra que la sintesis de NO es un proceso
mediado por el receptor a glutamato NMDA, y que las acciones del GMPc se producen por la
activacion de esta via.

Por lo anterior el objetivo de este estudio fué determinar la presencia del ARNm que codifica
para las tres isoformas de la NOS (NOSi, NOSi, NOS) y las subunidades (a y B) de la GCs en
la papila basilar del pollo mediante la técnica de RT-PCR en edades E-15(n=20), E-18(n=20) y
E-21(n=20). EI ARNm fue extraido usando el Kit Quick-RNA™ MiniPrep, el ADNc sintetizado se
sometid a PCR y sus productos separados por electroforesis y visualizados con tinciéon de
bromuro de etidio, la intensidad de las bandas se midieron escaneando el gel y el procesamiento
de imagenes se hizo con Image J. Nuestros resultados revelaron la presencia de las tres
isoformas de la NOS y de las subunidades a y B de la GCs con expresion diferencial durante el
desarrollo embrionario, esto quiere decir que observamos un pico de expresion en la edad E-
18, tanto para la NOS como la GCs, dicha expresion disminuye conforme el embridn se acerca
a la eclosion (E-21), esto ocurre en el ganglio y en el epitelio sensorial. Los datos obtenidos
sugieren que la NOS vy las subunidades (a y B) de la GCs estarian siendo reguladas a lo largo
del desarrollo embrionario del pollo y al parecer como ya se ha reportado, el NO producido
estaria interviniendo en la maduracion celular, la receptorgénesis y muerte celular programada.
Podemos inferir, ademas, que la presencia de la NOS y la GCs podria estar jugando un papel
importante en la modulacién de la actividad eléctrica espontanea de las neuronas aferentes
auditivas mediante la produccion de NO y su posterior unién a la GCs, todo esto a través de la
activacion de los receptores a glutamato tipo NMDA.
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Mecanismos de senalizacion involucrados en la relocalizacion nuclear
de la GTPasa Rac1 en respuesta a estrégenos.
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La GTPasa RAC1 regula una gran variedad de procesos celulares, y se ha demostrado
que se encuentra sobreexpresada o hiperactivada en diversos tipos de cancer. RAC1
tiene una senal de localizacién nuclear funcional y se ha observado la presencia de Rac1
en el nucleo en distintas lineas celulares tumorales y en tumores humanos. La
acumulacioén nuclear de Rac1 puede ser inducida por estimulos como EGF y estrégenos.
En este trabajo investigamos los mecanismos involucrados en la acumulacion nuclear de
RAC1 en respuesta a estrégenos en células HaCat y HelLa. La localizacién subcelular de
RAC1 se analiz6 mediante inmunocitoquimica, inmunofluorescencia y fraccionamiento
celular. La activacion y fosforilacion de Rac1 se analizé mediante ensayos de Pull-down
o inmunoprecipitacién. Encontramos que los estrogenos inducen la fosforilacion de Rac1
en residuos de treonina, asi como su activaciéon en células HaCaT, y que estos eventos
son necesarios para que RAC1 se acumule en el nucleo en respuesta a estrégenos. En
células Hela, los estrégenos inducen la fosforilacién de RAC1 pero no su activacion, e
incrementan la acumulacion nuclear de una forma constitutivamente activa de RAC1 pero
no de la forma silvestre o la forma dominante negativa de RAC1. Los resultados muestran
que el mecanismo de translocacion nuclear en respuesta a estrégenos es dependiente

del estado de fosforilacién y activacién de RACA1.
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Interaccidon del Receptor aia Adrenérgico con Proteinas Rab
Durante la Desensibilizacion
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Los receptores adrenérgicos son miembros de la superfamilia de los receptores
acoplados a proteinas G y se han dividido entre tres grupos: a1, a2 y B
adrenérgicos tomando en cuenta perfiles farmacolégicos, principal via de
sefalizacion y filogenia. Los receptores a1 adrenérgicos median algunas de las
principales acciones de las catecolaminas naturales, la adrenalina y la
noradrenalina. Participan en muchos procesos fisioldgicos esenciales, como la
neurotransmision simpatica, la modulacion del metabolismo hepatico, el control del
tono vascular, la contraccion cardiaca y la regulacion de la actividad del musculo
liso en el sistema genitourinario.

Estd bien establecido que las proteinas Rab funcionan en el
anclaje/acoplamiento de las vesiculas a su compartimento objetivo, lo que lleva a
la fusién de las membranas. En este proyecto se evalud la asociacion del receptor
a1a adrenérgico/mCherry y las proteinas Rab5/eGFP, Rab7/eGFP y Rab9/eGFP
(enhanced-green fluorescent protein, por sus siglas en inglés) expresadas de
forma transitoria en células HEK-293 mediante el uso de la técnica de
Transferencia de Energia de Resonancia de Forster (FRET, por sus siglas en
inglés) bajo el estimulo de Noradrenalina (agonista total) y Oximetazolina
(agonista parcial).

Los datos obtenidos en este trabajo indican que el receptor aia adrenérgico
con la noradrenalina conduce a una asociacion con las proteinas Rab 5y Rab 7, lo
que sugiere que el receptor se va a degradacion; mientras que cuando el receptor
se estimula con oximetazolina se asocia con las proteinas Rab 5 y Rab 9 lo que
sugiere que el receptor toma la via retrograda para reciclaje lento a la membrana
plasmatica. Estos datos indican que existe una internalizacién diferencial cuando
es noradrenalina u oximetazolina.

El trabajo se realizé con apoyo de CONACYT y DGAPA-UNAM



1]
0

=%

VIl Congreso de la Rama de Transduccion de Senales de la Sociedad Mexicana de Bioquimica
Centro Académico Cultural - Campus UNAM, Juriquilla, México 4-7 Noviembre 2019

Trafico vesicular del receptor LPA; durante las desensibilizaciones
homéloga y heteréloga
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Los receptores acoplados a proteinas G (GPCRs) son una familia amplia con gran
cantidad de ligandos que participan en multiples respuestas celulares fisioldgicas.
Un fendmeno importante entre los receptores es la internalizacion de los mismos,
siendo un proceso complejo, que incluye a muchas diferentes proteinas, entre ellas
las proteinas Rab. Estas proteinas son GTPasas, reguladoras del transporte
intracelular, como en la endocitosis y la exocitosis. Entre los GPCRs, se encuentran
los receptores para el acido lisofosfatidico, denominados LPA+s. Asi el acido
lisofosfatidico, LPA, es un mensajero intercelular, un lipido bioactivo muy
importante, pues regula una gran cantidad de procesos celulares, como migracion,
sobrevivencia, agregacion plaquetaria, contraccion de musculo liso, reorganizacion
del citoesqueleto, entre otros. En este trabajo, se realizaron transfecciones
transitorias con el receptor LPA1-mCherry y las proteinas Rab5-EGFP, Rab7-EGFP
y Rab9-EGFP en células HEK 293. Con el objetivo de estudiar la posible interaccién
del receptor con las proteinas Rab, se utilizd microscopia confocal con la técnica de
Forster Resonance Energy Transfer (FRET, por sus siglas en inglés). Las células
HEK 293 transfectadas se estimularon con el agonista, LPA y por PMA comparando
los resultados con una condicion basal, es decir, sin ningun estimulo. Igualmente, se
estudid la internalizacion del receptor con los mismos ligandos mencionados.
También se estudio la internalizacion con paroxetina, la cual tiene la capacidad de
inhibir a la proteina GRK2 que es clave en la desensibilizacion e internalizacion de
los GPCRs. Por otro lado, se encontré que cuando se estimula con LPA, el receptor
se asocia con las proteinas Rab5, Rab7 y Ra9, mientras que, cuando se estimula
con ésteres de forbol, s6lo se asocia con Rab5. Esto sugiere que con LPA, el
receptor toma la via retrégrada, lo que conlleva a un reciclaje lento, mientras que
con PMA, sugiere un reciclaje rapido via endosomas tempranos.

El proyecto fue apoyado por donativos de la DGAPA-UNAM y CONACyT
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Las proteinas-G participan en la inhibicion por vasoinhibina de las
acciones de la trombina

Juan Pablo Robles, Magdalena Zamora, Gonzalo Martinez de la Escalera, y Carmen Clapp.
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La trombina es determinante en la coagulacion, pero también es un potente estimulador de la
angiogenesis, la vasopermeabilidad, el crecimiento tumoral y las metastasis. La trombina
sefaliza a través de la familia de receptores activados por proteasas (PARs) que actuan a
través de proteinas G (Gai2113, Gagq11, Gai, and GBy) para activar distintas vias (RhoGEFs-
Rho-Rac, PLCB-IPs-Ca?*,PLCR-DAG-PKC-Raf1-MAPK, and PI3K-Akt) que promueven la
motilidad, supervivencia y proliferacion de células endoteliales, plaquetas, miocitos, células
epiteliales y neuronas. Por otro lado, la vasoinhibina es un regulador negativo de la
angiogénesis y vasopermeabilidad, a través de inhibir la activacién de vias de sefalizacién
en la célula endotelial (Ras-Tiam1-Rac-Pac1, PLCy-IPs;-Ca?*, Ras-Raf1-MAPK; and PI3K-
Akt) que se conoce son activadas por la trombina. En este trabajo encontramos que la
vasoinhibina inhibe la angiogénesis y la vasopermeabilidad inducidas por trombina,
evaluadas mediante la proliferacion, migracion, supervivencia y la resistencia transendotelial
y permeabilidad a albumina de células endoteliales en cultivo. Asimismo, observamos que la
vasoinhibina reduce la agregacion plaquetaria in vitro inducida por trombina y el efecto
estimulante de la trombina sobre la proliferacion, migracion, invasién y supervivencia de
células de cancer de mama y de prostata. Mediante el uso de agonistas y antagonistas
especificos, demostramos que la vasoinhibina bloquea la activacién de los PAR1, 2 y 4, pero
no del PAR3. Estos hallazgos sugieren que la vasoinhibina inhibe la sefalizacion de las
proteinas G, ya que el PAR3 es el unico que no esta relacionado con estas proteinas. En
conclusion, la vasoinhibina antagoniza las acciones de la trombina y, por lo tanto, podria
estar involucrada en la regulacion de la hemostasia y la reparacion tisular e influir sobre el
crecimiento y la metastasis tumoral, a través de mecanismos dependientes e independientes
de la angiogénesis. Este es el primer trabajo donde se muestran efectos directos de la
vasoinhibina sobre células tumorales. Finalmente, la vasoinhibina es uno de los pocos
inhibidores de los PARs y su sefalizacion podria afectar otros receptores acoplados a
proteinas G. Estos hallazgos apoyan la potencialidad terapéutica de la vasoinhibina en
enfermedades como el cancer, la retinopatia diabética y la trombosis.

Agradecemos la asistencia técnica de Fernando Lopez, Xarubet Ruiz, Martin Garcia,
Alejandra Castilla, Adriana Gonzalez Gallardo, Daniel Mondragén, y Antonio Prado. Esta
investigacion fue financiada por los donativos CONACYT 289568 y A1-S-9620.
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Los receptores dopaminérgicos en el Sistema Nervioso Central (SNC) activan
cascadas de sefializacidn complejas posterior a la interaccion con ligandos
endogenos o exogenos.! La enfermedad de Parkinson es una entidad
caracterizada por el agotamiento paralelo de dopamina y células
dopaminérgicas que causa una disminucion en los movimientos coordinados y
que hoy en dia el "gold standard" farmacolégico del tratamiento es la restituciéon
exogena por la administracion de levodopa que induce de manera cronica
discinesias inducidas por el metabolismo de la misma y la formacion de
quinonas. 2

La adicion del atomo de boro en moléculas derivadas de alfa amino acidos ha
conducido al estudio y caracterizacion de un grupo de compuestos
denominados boroxazolidonas que han mostrado tener una mayor afinidad por
receptores GPCRs de la familia de receptores adrenérgicos. Debido a esto y
que los adrenorreceptores tienen una homologia similar a los receptores
dopaminérgicos en estudios de secuenciacion®, en el presente trabajo se
estudia, mediante el anclaje molecular las interacciones de una boroxazolidona
de levodopa con el receptor D2 humano (PDB: 6CM4)* y las comparamos con
aquellas ya descritas de la molécula de dopamina con este receptor clave
como potencial target farmacolégico. Nuestros resultados se caracterizaron por
valores de pKi mas altos de los primeros contra los segundos y una respuesta
mas temprana de recuperacion del sindrome parkinsonico inducido en nuestro
modelo murino.®

CONCLUSION

El grupo de las boroxazolidonas caracterizado quimicamente por la formacion
de un anillo heterociclico mostraron una gran afinidad por el sitio de union de la
dopamina en el receptor D2 humano, lo cual apoya los resultados
experimentales en el modelo murino sobre la mejoria sintomatica a la
discinesia, asi como el seguimiento en el estudio de las propiedades
farmacoloégicas de este grupo de compuestos las diferentes vias de
sefializacion de los GPCRs.
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El cancer cérvicouterino (CaCU) es la cuarta neoplasia mas frecuente en mujeres
de todo el mundo. Estudios en ratones transgénicos que expresan E6/E7 del VPH-
16 bajo el promotor de citoqueratina 14 humana (K14E6/K14E7) confirman que la
infeccion por VPH-AR es necesaria pero no es suficiente para el desarrollo del
CaCU. En ratones transgénicos (K14E6/K14E7), la exposicion a estrogenos (E2)
exdgenos induce una progresion neoplasica en el epitelio escamoso del cuello
uterino. En un modelo de ratones K14-E7 se demostro que los ratones que carecian
genéticamente de ERa (ERa”) no desarrollaron lesiones cervicales invasivas al ser
tratados con estrogenos. Por otro lado, el papel del receptor de estrogenos
transmembranal GPR30 en la carcinogénesis cervical ha sido poco estudiado.
Recientemente, se demostré que el GRP30 se localiza tanto en membrana como
en citoplasma en las células tumorales, y que la localizacion citoplasmica se
correlaciona con una mejor supervivencia de las pacientes. En este trabajo
encontramos que durante la carcinogénesis cervical inducida por estrogenos en
ratones K14E7, hay una pérdida de la expresion de ERa y un incremento en la
expresion de GPR30. La sefial de GPR30 se observd predominantemente
citoplasmica durante los primeros, y su localizacion se volvio fuertemente
citoplasmaticas. Nuestros datos sugieren que la localizacion de GPR30 en
membrana, aumenta significativamente con el tratamiento con estrégenos y podria

estar correlacionada con la progresion tumoral.
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Resumen

Mycobacterium tuberculosis (Mtb) es el agente etioldogico causante de la tuberculosis, una
enfermedad prevalente que primordialmente afecta los pulmones y anualmente mueren
aproximadamente 1.4 millones de personas globalmente.

Tras la infeccién, algunos individuos pueden desarrollan “tuberculosis primaria progresiva” o bien
desarrollan una infeccion latente, caracterizada por la formacién de granulomas. En ellos se
encuentran macrofagos alveolares (M®), macréfagos espumosos, células multinucleadas, neutrofilos
(zona central); linfocitos T CD4*, T CD8", linfocitos B vy fibroblastos (zona periférica). La funcion del
granuloma es encapsular a Mtb y evitar su esparcimiento. Los M® y las células dendriticas (DC)
activadas inducen respuestas Th1, Th17, Th2 y Treg. Particularmente, los linfocitos Th1 son los
principales productores de IFN-y, cuya funcidon es potenciar las actividades microbicidas para
contener y eliminar al patégeno. Ademas, las células Th17 secretan IL-17, la cual promueve la
produccion de otras citocinas inflamatorias y el reclutamiento de monocitos y neutréfilos hacia el
granuloma.

Cpn60.2 es una chaperonina esencial para el crecimiento de Mtb, localizada en el citosol y la pared
celular externa. En esta ultima localizacién es una adhesina que favorece la interaccién con
macrofagos a través de sialomucina CD43. CD43 es una glicoproteina altamente sialiada que se
expresa en todas las células linfoides y modula la activacion de linfocitos T, disminuyendo el umbral
de activacion y dirigiendo la diferenciacion de los linfocitos T hacia un perfil Th1. Recientemente,
nuestro grupo demostré que la interaccion entre CD43 y Cpn60.2 da lugar a la produccién de TNF
tanto en macréfagos humanos como en murinos. Ademas, se demostro que los ratones CD43 fallan
en producir IFN-y e IL-17 cuando se les reta con Mtb en comparacion con sus contrapartes WT. El
presente estudio tuvo como objetivo determinar como Cpn60.2 impacta en la respuesta de activacion
de los linfocitos T humanos activados via TCR, TCR-CD43 o TCR-CD28. Dicha activacién fue
evaluada a través de la expresion de los marcadores de activacion CD69, CD40L y CD25 asi como
la secrecion de citocinas a las 24 y 72 horas. Nuestros resultados muestran que Cpn60.2 regula
negativamente la activacion de los linfocitos T.

Apoyado por CONACYT y PAPIIT/UNAM, México
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RESUMEN

El tejido cerebral presenta una alta sensibilidad a la presencia de hormonas
esteroides durante los periodos criticos del dimorfismo sexual, en donde las células
neuronales sufren cambios en las etapas tempranas del desarrollo, sin embargo,
existen especies que presentan estos cambios en todas las etapas del desarrollo
como el caso de los peces teledsteos. Esto ultimo sucede debido a que la
determinacion del sexo en estos organismos se puede modificar por diversos
factores externos, tanto ambientales, prevalencia del sexo en la poblacién y asi
mismo mediante tratamientos hormonales. Se conoce que los receptores
estrogénicos pueden delimitar la via hacia la sobrevivencia o muerte por apoptosis
en las células neuronales durante los periodos criticos de la diferenciacion sexual
cerebral, esto ultimo es regulado mediante la presencia o ausencia de las hormonas
esteroides, es por ello que el propésito de este estudio fue evaluar la participacion
de los receptores estrogénicos a y f como reguladores de los genes moduladores
de la apoptosis como Bax, Bcl-2, p53 y FAS en el tejido cerebral durante reversion
sexual por medio de la hormonal 17-f etinil-estradiol y la 17- a metil-testosterona. A
través de la microscopia confocal y qPCR en tiempo real logramos determinar que
la actividad de los genes reguladores de la apoptosis se presentaalos 7, 10y 15
dias de edad para los organismos sometidos a tratamiento hormonal en
comparacion al grupo control. Con estos resultados podemos asumir que el periodo
critico de la participacion de estos receptores ocurre entre el dia 7 y 10 debido a la
presencia del tratamiento hormonal el cual actia sobre diferentes factores de
transcripcion génica relacionados con la diferenciacion sexual mediante la
activacion de los procesos de muerte por apoptosis a edades tempranas del
desarrollo neuronal en donde se observo que el equilibrio apoptético entre Bax y
Bcl-2 se mantiene hacia la sefalizacion de sobrevivencia celular mediante la
presencia del RE- a tanto para organismos masculinizados y feminizados, mientras
que en el caso de FAS y la p53 se incrementa su presencia mediante la activacion
de ER- B relacionado con la muerte por apoptosis en las etapas mas adultas de los
tiempos de medicion en el fenotipo femenino.
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Las lectinas son proteinas con capacidad de unirse a carbohidratos de manera
especifica y reversible. Su distribucion es ubicua, siendo las lectinas de
leguminosas las mas estudiadas por presentar caracteristicas con interés
farmacéutico. Una de las lectinas en investigacion por su potencial farmacéutico
son extraidas a partir del frijol Tépari, las cuales han presentado un efecto
citotoxico diferencial, ademas de reducir neoplasias malignas en etapas
tempranas en ratas con cancer de colon inducido quimicamente. La purificacién de
lectinas del frijol Tépari presenta desventajas en cuanto a tiempo, rendimiento y
pureza. Por lo cual se optd por la produccion heterdloga en la levadura Pichia
pastoris, contrarrestando las desventajas de la purificacion convencional.
Actualmente, se evalud la bioactividad de la lectina recombinante (Lr) sobre
células de cancer de colon, demostrando que su efecto de inducir muerte celular
por apoptosis se conservo. Sin embargo, aun se desconoce el efecto de la Lr
sobre receptores fundamentales en la carcinogénesis de colon como el EGFR
(receptor del factor de crecimiento epidérmico). La presencia de glicosilaciones
aberrantes del dominio extracelular del EGFR puede ser considerado como blanco
para el reconocimiento de proteinas como las lectinas por lo que se evalué su
efecto. La Lr del frijol Tépari induce hiperfosforilacion y degradacion por via
lisosomal del EGFR sobre células de cancer de colon, modulando proteinas rio
abajo que conlleva a una muerte celular por apoptosis. Por otra parte, se
determiné el efecto de la Lr sobre una linea celular que no expresa el EGFR y se
demostrd que no induce apoptosis. Nuestros resultados sugieren que la Lr causa

apoptosis por su interaccion con el EGFR.
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El Receptor Sensor de Calcio (CaSR) es un receptor acoplado a proteinas G (GPCR) cuyo
papel fisiolégico fundamental es regular la homeostasis del calcio en el organismo. Sin
embargo, este receptor se ha encontrado sobreexpresado en células de cancer de mama,
donde se ha visto asociado a la secrecion de diversos factores que contribuyen a aumentar la
agresividad de los tumores. Previamente se ha demostrado que la GTPasa Rab27b esta
implicada en la secrecion de factores inducida por el CaSR, ademas esta GTPasa esta
vinculada a la baja supervivencia de pacientes con cancer de mama. Por ello, en el presente
trabajo nos propusimos evaluar el efecto del CaSR sobre los niveles de expresion de Rab27b,
pues la modulacion de esta GTPasa podria ser clave para aumentar los niveles de secrecién
en células tumorales y hacer a éstas mas agresivas. Nuestros resultados muestran que el
CaSR regula positivamente la expresion de Rab27b en células de cancer de mama (MCF-7 y
MDA-MB-231), pero no en células epiteliales de mama no tumorigénicas (MCF-10-A). En
células MCF-7 demostramos que el efecto del CaSR como promotor de la expresién de
Rab27b es inhibido por el NPS-2143, un antagonista alostérico de este receptor. Por otro lado,
nuestros resultados muestran que la Proteina Cinasa A (PKA), asi como la maquinaria
transcripcional y traduccional de la célula estan implicadas en la cascada de transduccidon de
sefales a través de la cual el CaSR regula positivamente la expresion de Rab27b. Un analisis
bioinformatico permite sugerir que los factores de transcripcion AP-2-a, GATA-1, YY-1, IRF-2,
ERa y GR potencialmente regulados por PKA y/o implicados en la progresion del cancer de
mama, posiblemente participen en la regulacion de la expresion del gen que codifica para
Rab27b, ya que en la region promotora del mismo existen sitios de consenso de unién para
estos factores transcripcionales. Interesantemente también encontramos que la simulacién in
vitro de la condicidon de hipoxia tumoral potencia el efecto ejercido por el CaSR sobre los
niveles de expresion de Rab27b en células MDA-MB-231 y MCF-7. Todos los resultados
obtenidos en este trabajo permiten adjudicar una nueva funcién para el CaSR en cancer de
mama, la de regular positivamente la expresion de la GTPasa Rab27b como un posible
mecanismo para estimular la secrecién de diversos factores e incrementar la agresividad de los
tumores.

Este proyecto fue apoyado por el donativo CONACyYT # 240119 y la beca CONACyT #782475
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El sistema olfativo y particularmente el sistema sensorial del gusto informan al organismo
acerca de la calidad de los alimentos ingeridos, estableciendo en la actualidad, Cinco
sub-modalidades sapidas que permiten la percepcion de los estimulos dulces, salados,
agrios, amargos y umami contenidos en los alimentos, han sido descritos. Sin embargo,
la atraccion innata de los mamiferos por los alimentos grasos. Plantea la posibilidad de
una nueva modalidad orosensorial dedicada a la percepcion de lipidos, dependiente de
su estructura quimica y que se exprese de manera selecta sobre células gustativas de
tipo Il, que usan como transduccion a la proteina Gustducina. Durante mucho tiempo, se
pensaba que los lipidos de la dieta s6lo se detectaban por el nervio trigémino (textura y
viscosidad de la percepcion) y por sefales retronasales olfativas. En este trabajo se
muestran evidencias, a través de cortes histoldgicos sobre papila caliciforme de ratén de
la cepa C57BL/6J y su inmunotincion (anticuerpos anti-GPR-43 y anti-gusducina) y
microscopia confocal, para las sefiales del receptor GPR43 y su expresion en células
gustativas de tipo Il, en ratdén adulto y permiten apoyar su participacion en la percepcién
de los acidos grasos de cadena corta (agcc) y la intervencion de la proteina G, especifica
del sistema gustativo, denominada Gustducina, lo cual estableceria una via de
transduccion de sefnales particular para la deteccion de acidos grasos de cadena corta,
como son el acido acético, propionico y butirico, los cuales se encuentran en la dieta de
mamiferos, como es el Homo sapiens.
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El receptor 4 de acidos grasos libres (FFA4) es un GPCR que es activado por
acidos grasos de cadena media y larga como el acido docosahexaenoico (DHA),
entre otros. Los efectos de la sefalizacion de FFA4 por cada uno de sus ligandos
en diferentes poblaciones celulares, han sido ampliamente estudiados; sin
embargo, poco se sabe de la regulacién y destino del receptor posterior a su
desensibilizacién e internalizacion.

En este trabajo estudiamos la dinamica de localizacion de FFA4 en diferentes
endosomas mediante microscopia confocal y FRET en células HEK 293 co-
transfectadas con el receptor FFA4 fusionado a mCherry y alguna de las proteinas
Rab (4, 5, 7, 9 u 11) fusionadas a eGFP. Esto, debido a que cada una de esas
Rab funciona como marcador y regulador de la formacién de determinado tipo de
endosoma. La internalizacién del receptor se indujo mediante dos tipos de
desensibilizacién, homodloga (por unién de su ligando DHA) y heteréloga (por
activacion de la PKC con PMA o insulina).

Los datos de FRET muestran que existe una asociacion diferencial del receptor
con la proteina Rab$5 (indicadora de la presencia del receptor en endosomas
tempranos), con la Rab9 (presente en endosomas en maduracion) y Rab 11
(presente en endosomas de reciclaje) dependiente de la naturaleza de la
desensibilizacién de FFA4 (homdloga o heterdloga). No se observaron diferencias
en la asociacion de FFA4 con Rab4 (endosomas de reciclaje rapido) y Rab7
(endosomas tardios). Por otro lado, el tipo de desensibilizacion influye en la
cinética de internalizacion de FFA4. Actualmente continuamos profundizando en
los mecanismos de determinacion del destino celular de FFA4 por los dos tipos de
desensibilizacién.

Proyecto apoyado por: Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia y Direccion
General de Apoyo al Personal Académico.
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Modulacion por GABA a través de receptores ionotrépicos
GABAA y GABAc de la actividad eléctrica espontanea de las
neuronas aferentes auditivas del embridén de Gallus domesticus.
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El presente trabajo estudia el papel de GABA en el sistema auditivo en el embridon
de pollo, a través de su interaccién con los receptores ionotrépicos GABAay GABAc.
Existen antecedentes en la literatura y en nuestro laboratorio sobre la accién
excitadora de GABA durante el desarrollo embrionario y postnatal temprano, la cual
es mediada por receptores GABAa. Cortés y cols., (2013), caracterizaron el efecto
de GABA en las aferentes vestibulares durante el desarrollo embrionario y postnatal,
encontrando que GABA incremento la frecuencia de la descarga basal de las
aferentes vestibulares de una manera dependiente de dosis e inversamente
proporcional a la edad del pollo. Hasta el momento no existe ningun reporte del
papel de GABA en el sistema auditivo periférico de las aves durante el desarrollo
embrionario. En este trabajo empleamos embriones de 15, 17, 19 y 21 dias. Se
registro la actividad eléctrica aferente de la papila basilar mediante la técnica de
registro extracelular multiunitario. Construimos una curva dosis-respuesta de GABA
(10-3-10° M, n=60). Encontramos que GABA ejerce un importante efecto excitador
y que es mayor en edades embrionarias tempranas como E15 y E17, mientras su
acciéon decrementa en edades previas a la eclosion, principalmente con la
concentracion de 10 M. Cuando aplicamos los antagonistas TPMPA (antagonista
de GABAc, 10* M, n=5) y bicuculina (antagonista de GABAa, 10° M, n=5),
observamos una disminucion significativa de la respuesta excitadora de las
aferentes auditivas a la aplicacién de GABA. Esto parece indicar que GABA produce
un incremento de la frecuencia de la actividad eléctrica espontanea de las aferentes
auditivas que parece ser mediado por receptores ionotropicos a GABA (GABAAYy
GABAC). El efecto excitador de GABA puede ser debido a un cambio en el gradiente
de concentracién de Cl-, ya que durante etapas tempranas la concentracion de CI-
intracelular es alta, debido a la expresion de los cotransportadores NKCC1, los
cuales van disminuyendo en las etapas tardias del desarrollo. De esta forma, GABA
podria actuar como un facilitador de la descarga espontanea de las aferentes
auditivas, permitiendo la liberacién del neurotransmisor (glutamato).
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REGULACION DEL RECEPTOR PARA ACIDOS GRASOS TIPO 1,

FFA1.
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Garcia-Sainz J Adolfo.
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El GPR40, es una proteina de 300 aminoacidos (31kDa) con elevada expresion en
células B pancreaticas y en células enteroenddcrinas del intestino; en pancreas
favorece la liberacion de insulina dependiente de glucosa (ltoh et al., 2003;
Mancini & Poitout, 2013) y en intestino la liberacién de incretinas como la
colecistocinina (CCK), el polipéptido inhibidor gastrico (GIP) y el péptido similar a
glucagén tipo 1 (GLP-1) (ltoh et al.,, 2003; Mancini & Poitout, 2013).Diversos
estudios se han encaminado en la sintesis de moléculas que mimeticen el efecto
activador de los acidos grasos, ya que puede ser una alternativa terapéutica en el
tratamiento de pacientes con diabetes mellitus tipo Il (Hauge et al., 2015; Milligan,
Alvarez-Curto, Watterson, Ulven, & Hudson, 2015; Srivastava et al., 2014).

En el presente trabajo abordamos los sitios de fosforilacion del FFA1, como
moduladores de la funcion del receptor. Generamos lineas celulares de expresion
regulada por tetraciclinas (Sist TREx) en células HEK 293 que expresan
diferentes construcciones del receptor FFA1 unido a la proteina verde fluorescente
(GFP). Dichas construcciones son variaciones del receptor FFA1 en las cuales se
han sustituido aminoacidos fosforilables en la tercera asa intracelar (T215V) y en
el extremo carboxilo (T287V, T293V y S298A) por aminoacidos incapaces de
incorporar grupos fosfatos en su estructura. Una vez generadas las mutantes
evaluamos los siguientes parametros: localizacion celular del receptor por
microscopia confocal; movilizacion de calcio intracelular en presencia de su
agonista endogeno con el uso de Fura-2 AM como indicador de calcio; estado de
fosforilacion con técnicas de radio marcado (%?P) y finalmente activacion de
ERK1/2 por técnicas de western blot.

Hasta el momento hemos observado que al sustituir los sitios de fosforilacién del
FFA1 por aminoacidos no fosforilables, la localizacion del receptor tiende a
incrementarse en el interior de la célula. Ensayos de fosforilacién demostraron que
los sitios sustituidos, son efectivamente suceptibles a fosforilacién; sin embargo,
no descartamos la participacion de otros residuos. La movilizacion de calcio por la
via del inosito 1,4,5-trifosfato no pararece afectarse en ningun caso de las
mutantes. Finalmente al evaluar el efecto de éstos sitios en la activacion de
ERK1/2, observamos una disminucién de la respuesta, con respecto al tiempo de
las variantes del receptor FFA1 con respecto al receptor. Con los datos obtenidos
podemos mencionar que los sitios de fosforilacion estan regulando la localizacion
celular del receptor asi como la activacién celular a largo plazo; aun queda evaluar
los sitios de fosforilacion por espectometria de masas y el trafico vesicular del
receptor.
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Identificacion de sitios de fosforilacion en el receptor
ais-adrenérgico humano
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Los receptores acoplados a proteinas G transmiten una variedad de sefiales a
través de la membrana celular, regulando de esta manera la actividad celular a
través de la funcion de proteinas intermediarias denominadas proteinas G. En esta
familia de proteinas receptoras se encuentra el receptor a1s-adrenérgico el cual
media los efectos de las catecolaminas, como la epinefrina y la norepinefrina,
mediante el acoplamiento de la proteina Gq. La activacion del receptor provoca la
hidrolisis del PIP2, formando dos segundos mensajeros que en conjunto conducen
a la activacion de la proteina cinasa C (PKC). Posteriormente, los receptores se
fosforilan, desencadenando su desensibilizacion e internalizacién, un proceso
mediado por la familia de cinasas acopladas a proteinas G (GRK) y/o por la actividad
de la PKC.

Anteriormente se habia reportado que el receptor a1s-adrenérgico se fosforilaba en
dos grupos separados de residuos de serina localizados en el extremo carboxilo,
uno por PKC (S396 y S402) y otro por GRK2 (S406, S410 y S412) durante la
desensibilizacion e internalizacion del receptor. Sin embargo, en nuestro laboratorio
se ha reportado, para los receptores adrenérgicos a1aYy a1p, la existencia de sitios
de fosforilacion, no solo en el extremo carboxilo, sino también en la tercera asa
intracelular.

Por lo anterior, nosotros decidimos estudiar, por medio de espectrometria de masas
la posible presencia de sitios fosforilables en la tercera asa del receptor y de
posibles nuevos sitios en el extremo carboxilo, ademas de los ya reportados. Para
ello se investigo la fosforilacion del receptor en condiciones basales y durante la
desensibilizacidn homologa y heterdloga. La fosforilacion basal fue detectada en
sitios ubicados tanto en la tercera asa intracelular como en el extremo carboxilo; y
el numero de sitios detectados aumento por el tratamiento con el agonista natural y
por la activacién farmacolégica de la PKC.

Proyecto apoyado por CONACYT (253156 y 882) y DGAPA (IN200915).
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“El receptor de bradicinina (bk2r) como sensor de flujo

en la membrana luminal endotelial”
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Se ha reportado que existen diversos componentes de las células endoteliales capaces de
sensar el flujo (mecanoreceptores), entre ellos se encuentran los receptores acoplados a
proteinas G (GPCR’s). Los mecanoreceptores responden a cambios en el flujo sanguineo con
respuestas celulares como contraccién, vasodilatacion y remodelamiento celular. Los mecanismos
mediante los cuales las células convierten éstas sefiales mecanicas a sefales bioldgicas aun no
son completamente entendidos. Uno de los receptores pertenecientes a la familia de los GPCR's
que se ha demostrado es sensible a flujo es el de bradicinina (BK2R). En el presente trabajo se
estudioé el mecanismo mediante el cual la respuesta a la bradicinina es modificada por cambios en
el flujo e hipotetizamos que el extremo amino terminal del receptor localizado extracelularmente
juega un papel importante. Entonces, medimos la respuesta, presion de perfusion (PP), a la
estimulacién del RB por su agonista después de incubar la preparaciéon con la enzima proteolitica
a-Quimotripsina para probablemente remover el extremo amino terminal. La PP de arterias
carotideas aisladas incubadas con bradicinina es aumentada al elevar el flujo. Asimismo, la pre-
incubacion con la enzima aumentd significativamente la PP en respuesta a la bradicinina de
arterias carotideas pero el efecto producido por el aumento del flujo se perdi6. En células
endoteliales de arteria carétida en cultivo el aumento en la velocidad de flujo se asoci6 a un
incremento transitorio de la expresion de p-ERK y este efecto no fue modificado por la presencia
de la toxina pertusis. Nuestros resultados sugieren que una parte del BK2R localizado en el
espacio extracelular, probablemente el extremo amino terminal, le confiere sensibilidad al flujo al
BK2R y que, ademas, el efecto del flujo no es mediado por activacién de una proteina Gi.
Estudios adicionales se necesitan realizar para identificar el componente estructural del BK2R o
de estructuras asociadas al BK2R que puedan conferirle su propiedad de mecanosensor. De igual
manera seria interesante evaluar los cambios en la expresion de otras proteinas como src o akty
ver si su expresion y/o funcion se ve afectada por el flujo. Ademas, es muy necesario identificar la
proteina G que participa en la via de senalizacion que se activa por la interaccion de la bradicinina

con su receptor.
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Expresion de los Receptores Gustativos de Tipo Tas1R en células
serotoninergicas de tipo lll en corpusculos gustativos de Papila
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Los vertebrados entre ellos los mamiferos han desarrollado diversos sistemas de
percepcion sensorial, donde los sistemas de quimiorecepciéon juegan un papel
determinante para poder identificar posibles fuentes de alimentacion, riesgos de
intoxicacion, asi como para determinar comportamientos sociales, esto asociado a los
sistemas olfativos y gustativos, en el caso particular del sistema gustativo se reconocen
cinco modalidades gustativas, amargo, acido, salado, umami y dulce, las ultimas dos
modalidades gustativas estan relacionadas por los receptores de tipo transmembranal
denominados Tas1R, encontrando tres diferentes receptores, Tas1R1, Tas1R2 y TasR3,
los cuales se expresan de las células gustativas de los corpusculos gustativos de los
mamiferos, estos receptores son los responsables de unirse a las moléculas sapidas de
tipo dulce, carbohidratos, y poder establecer la percepcion gustativa de tipo dulce a partir
del sistema gustativo. Quedan aun por elucidar las vias de comunicacion intracelular e
intercelular a nivel de corpusculo gustativo, donde intervienen diversas moléculas que
funcionan como neurotrasmisores clasicos y factores troficos, entre ellos la serotonina, la
cual se encuentra contenida en las células de tipo Ill en los corpusculos gustativos, en
mamiferos. En el presente trabajo se muestran evidencias, a partir de cortes histologicos
en papila caliciforme de ratén de la cepa C57BL/6J, la inmunotincién de células gustativas
para los receptores de tipo Tas1R y su co-expresidon con las células que contienen a la
serotonina (células gustativas de tipo Ill), lo cual puede establecer una via de
comunicacion intracelular con los receptores y las formas diméricas de tipo
Tas1R1/Tas1R2 y Tas1R2/Tas1R3 en células gustativas que exhiben un perfil
serotoninérgico, lo cual permite explorar a través de herramientas farmacolégicas
(inhibidores) de la sintesis y recaptura de serétina en modelos murinos de Diabetes
Mellitus (DM) y asi poder establecer disfunciones en la percepcion gustativa (disgeusia)
en la DM, la cual compromete la integridad y funcionalidad del Sistema Nervioso
Periférico a nivel gustativo en la percepcion del sabor dulce mediado por el sistema
serotoninérgico y los receptores transmembranales de tipo Tas1R.

Literatura. Ortiz-Alvarado R', Guzman-Quevedo O, Mercado-Camargo R, Haertle
T, Vignes C, Bolafios-Jiménez F. 2006. Expression of tryptophan hydroxylase in
developing mouse taste papillae. FEBS Lett. 2006 2;580(22):5371-6.
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Caracterizacion molecular y electrofisiolégica de subunidades
formadoras de receptores anioénicos, activados por la histamina, del
tallo ocular del acocil Procambarus clarkii.

ltzel Scarlett Moreno-Ramirez!, Ubaldo Garcia-Hernandez2, Juan Manuel
Arias-Montafo't.

TAutor responsable: jmarias@comunidad.unam.mx; 55-5623-1333 ext. 39766.

'Facultad de Estudios Superiores Iztacala, UNAM. Avenida de los Barrios 1, Col. Los
Reyes lztacala, Tlalnepantla, Estado de México, C.P. 54090.

2Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional.
Av. Instituto Politécnico Nacional 2508, Col. San Pedro Zacatenco, Gustavo A. Madero,
Ciudad de México, Codigo Postal 07360.

En los vertebrados, los receptores de la familia del asa Cys por lo general son
heteropentameros, resultado de la combinacion de varias docenas de subunidades.
Estos receptores se activan al unir su ligando (GABA, Gly, acetilcolina o serotonina) y
permiten el influjo ya sea de cationes o aniones, lo que despolariza o hiperpolariza,
respectivamente, la membrana en la que se expresan. Si bien la estructura general de
estos receptores es similar en los invertebrados, en estos organismos muestran en
ocasiones una permeabilidad opuesta a la de sus homologos en vertebrados, e incluso
son activados por neurotransmisores totalmente diferentes, tales como el Glu y la
histamina (HA). Los registros de corrientes de neuronas aisladas del érgano X del
acocil P. clarkii muestran respuestas a la mayoria de los neurotransmisores citados, lo
que indica su presencia en estas células. Para la HA, se ha reportado una respuesta
bifasica, con componentes transitorio y sostenido, una permeabilidad aniénica, ECso =
33 uM y nu = 2.6. Con el fin de identificar las subunidades que forman estos
receptores, usamos el transcriptoma del tallo ocular del acocil disponible en las bases
de datos del NCBI para disefiar oligonucleotidos especificos y amplificar tres ADNc
(nombrados PcHisCI1-3) que codifican para péptidos que presentan una alta identidad
(49-60%) con subunidades previamente caracterizadas provenientes de la mosca
Drosophila. El analisis de la secuencia de aminoacidos muestra la arquitectura tipica de
las subunidades que son miembros de la familia Cys, i.e. cuatro segmentos
transmembranales (TMs), extremos amino y carboxilo intracelulares y tres asas que
conectan los TMs. Ademas, los aminoacidos presentes en el filtro de selectividad
predicen una permeabilidad anidnica. La aplicacién de HA en las células HEK293 que
expresan ya sea la subunidad PcHisCl1 o la PcHisCIl2, genera una corriente
aparentemente anidnica, cuya curva concentracion-respuesta muestra ECso de 59.57
uMy 23.11 uyM, y n1 de 1.58 y 1.36, respectivamente.

Financiado por el Proyecto PAPIIT IN218818.
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la remodelacion del citoesqueleto de actina y la adhesién celular
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Las latrofilinas (Lphns) son receptores de adhesion acoplados a proteinas G
(aGPCR) que se expresan en diversos tejidos como rifidn, corazén, pulmén y
particularmente en el cerebro. Las tres isoformas de Lphns de mamiferos (Lphn1,
Lphn2 y Lphn3) participan en eventos biolégicos que requieren adhesién célula-
célula, como la formaciéon de sinapsis neuronales e inflamacién. En particular, la
expresion ubicua de Lphn2 es esencial para la supervivencia, por lo que se
sugiere un papel en el desarrollo y también podria desempenar funciones
celulares basicas, existen evidencias por su capacidad robusta para modular el
citoesqueleto de actina, un componente de todas las células eucariotas.
Recientemente, se analizaron tejidos tumorigénicos detectando en cancer de
ovario la presencia de una variante en el gen Lphn2; una mutacién de una alanina
en el sitio 278 por una prolina (A278P). Sin embargo, sigue sin conocerse cémo
esta mutacién podria afectar las propiedades del receptor. En este trabajo se
evalu6 si la mutacion A278P localizada en la region extracelular del dominio
olfactomedina del receptor Lphn2 afectaba su biogénesis o su capacidad para
mediar la adhesion celular y la remodelacion del citoesqueleto de actina. Se utilizo
mutagénesis sitio dirigida para generar la mutacién A278P que se insertd en
Lphn2 fusionado a un epitopo FLAG y mVenus para fines de deteccion. La
expresion de la variante Lphn2-A278P en células HEK293T reveld niveles
similares a los de Lphn2 de tipo silvestre. Los analisis morfologicos de las
estructuras de F-actina detectaron que la variante de Lphn2 previno la inhibicion
de la formacion de filopodios inducida por el Lphn2 y al mismo tiempo aumento la
formacion de blebs. Curiosamente, los ensayos de adhesion revelaron que la
mutaciéon A278P anulaba selectivamente la capacidad de Lphn2 para establecer la
adhesioén celular con células que expresan FLRT3, sin afectar los eventos de
adhesion mediados por teneurina 4. Estos datos sugieren que existe una pérdida
selectiva de las propiedades de adhesion de Lphn2 generadas por la mutacion
A278P y podria participar en la etiologia del cancer, una enfermedad caracterizada
por una pérdida en la comunicacion intercelular.
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Rosario |. Olivares Dominguez, Monica Barron-Gonzalez, Antonio Abad-Garcia, Melvin Nadir Rosalez,
Marvin A. Soriano Urstia” Eunice D. Farfan-Garcia

Seccidn de Estudios de Posgrado e Investigacion Escuela Superior de Medicina. Instituto Politécnico Nacional.
Plan de San Luis y Diaz Mirdn, s/n. Col. Casco de Santo Tomas, Del. Miguel Hidaldo, 11340, CDMX, México.
E-mail: soum13mx@gmail.com

Los boroderivados han atraido la atencion del mundo como nuevas moléculas con multiples aplicaciones, entre
ellas algunas que potencialmente son aplicables a patologias humanas de gran impacto global.() Por
ejemplificar, dentro de las diversas enfermedades que cursan con un deterioro cognitivo y pérdida de memoria
se encuentran las enfermedades de Alzheimer y Parkinson. Diversas sustancias han sido estudiadas para su
tratamiento y se requieren de mayores herramientas farmacolégicas; cabe destacar los recientes hallazgos
gue se han hecho acerca del papel de la melatonina en los procesos fisiolégicos y fisiopatoldgicos relacionados
a estas patologias, descubriendo que tiene un efecto importante de neuroproteccidn pero aun no bien
elucidado.@

La presente investigacion se bas6 en analizar la interaccion mediante estudios in silico de melatonina,
analogos, y boroderivados con relacion estructural sobre la recientemente publicada estructura del receptor
humano de melatonina MT1 (PDB code: 6ME2) ©.

Los resultados obtenidos demuestran que la mayoria de los compuestos organoborados alcanzan el sitio de
union del ligando enddgeno y los valores de afinidad estimados (pKi) son cominmente mas altos que para
aquellos analogos estructurales sin el atomo de boro incluido. Dentro de los residuos involucrados para el
reconocimiento se hallan aquellos conservados entre la familia A de los receptores acoplados a proteinas G.

CONCLUSION

Los compuestos boroderivados analogos a melatonina tienen mayor afinidad sobre la estructura tridimensional
del receptor MT1 humano. Esto apoya la intencién de generar, por sintesis, nuevos boroderivados de
estructura analoga a melatonina para ser potenciaimente empleados en patologias donde este receptor ha
sido involucrado.
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Asociacion del receptor a cannabinoides CB2 con el nucléolo de
células de carcinoma mamario triple negativo.
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El cancer de mama triple negativo (CMTN) es el subtipo de cancer mas agresivo y
de peor pronostico, se caracteriza por la ausencia de receptores de estrogeno,
progesterona y del factor de crecimiento epidérmico humano HER2. Debido a su
rapida proliferacion celular, respecto de otros subtipos de cancer de mama, este
genera mayor metastasis, reincidencia y mortalidad. Actualmente, la busqueda de
marcadores moleculares que puedan servir para diagnostico temprano y posible
tratamiento han revelado la participacion de algunos receptores acoplados a
proteinas G como el receptor CB2. En particular, existe amplia evidencia del uso
de este receptor en la terapia antitumoral de varios tipos de cancer. Se ha
reportado que los cannabinoides, agonistas para este receptor, disminuyen la
progresion tumoral, inhiben la propagacién y migraciéon de células cancerosas
induciendo apoptosis en estadios avanzados. Sin embargo, aun se desconoce
como es que estos receptores pueden participar en estos procesos, y mas aun en
estadios iniciales, de ahi el interés por investigar la presencia de este receptor
CB2 en uno de los tipos de cancer con mayor reincidencia a nivel mundial. En este
trabajo se analiz6 la expresién y localizacion del receptor CB2 en una linea celular
de CMTN derivada del primer estadio tumoral (HCC1395) y en una linea celular de
epitelio mamario no tumoral (MCF-10A) mediante inmunocitoquimica y el analisis
de imagenes por microscopia confocal. Los resultados mostraron que el receptor
CB2 esta sobreexpresado en la linea celular HCC1395, y se encuentra expresado
preferencialmente en la interfase celular. Asi mismo, se observé en ambas lineas
celulares que existe una clara asociacion entre los elementos de mayor
fluorescencia, identificados como agregados moleculares del CB2, con los

nucléolos.
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Caracterizacién del receptor NMDA y del transportador ZnT-1 en el

sistema vestibular del pollo.

Ana Maria Ramirez'?, Eduardo Monjaraz', Jorge Cebada? y Amira Flores®. Instituto
de Fisiologia C.P. 72570 y Facultad de Medicina C.P. 72420, BUAP.

Email: amrayo@yahoo.com.mx

Existe evidencia sobre la presencia de los receptores NMDA durante el desarrollo
embrionario en el sistema nervioso central, sin embargo, hay pocos estudios que
determinen la presencia de dichos receptores a nivel periférico como lo es en el
sistema vestibular. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue identificar la presencia
del receptor NMDA en el sistema vestibular del pollo en una preparacion in vitro en
edades embrionarias (15, 18, 21) y postanatales (P10). Mediante la técnica de
registro extracelular multiunitario se realizé una curva dosis-efecto-edad de NMDA
(10°M a 10-3M, n=60) en E15, E18 y E21. Observamos un aumento en la frecuencia
de disparo de las aferentes vestibulares, mostrando una tendencia directamente
proporcional con la edad. Aplicamos el antagonista no competitivo Ifenprodil, el cual
provocé una disminucion sobre la respuesta de las aferentes vestibulares a NMDA,
lo que nos permitié deducir que en nuestra preparacion esta presente la subunidad
GIuN2B (n=15). Existe evidencia ademas, de que el zinc es considerado como un
modulador alostérico negativo de los receptores NMDA y que muestra una afinidad
en concentraciones nanomolares por la subunidad GIuN2A, esta subunidad se
caracteriza por un aumento en su expresion en edades postnatales, por lo que en
nuestros objetivos también estuvo determinar el efecto del quelante TPEN (10°M y
10-*M) sobre la respuesta inducida por NMDA de las aferentes vestibulares, para lo
cual observamos que existe un aumento significativo a dicha respuesta en edades
de E21 y P10 (n=15). Hay también estudios que indican una posible interaccion
entre el transportador ZnT-1 y la subunidad GIuN2A, por lo que determinamos la
presencia del transportador ZnT-1 y de las subunidades GIuN1, GIuN2B y GIuN3A
del receptor NMDA mediante la técnica de RT-PCR.

Nuestros resultados electrofisiolégicos y moleculares indican que el receptor NMDA
participa en la actividad eléctrica de las aferentes vestibulares y al parecer esta
constituido por las subunidades GluN1, GIuN2B y GIuN3A, a su vez, los resultados
también nos permitieron identificar la presencia del transportador ZnT-1 mostrando
una mayor expresidon en edades cercanas a la eclosion (E21) y en edades
postnatales (P10) con localizaciéon predominante en el ganglio vestibular.
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La disminucién de la expresion del receptor de prolactina bloquea la
adipogénesis y modifica la funcionalidad de los adipocitos.

Xarubet Ruiz-Herrera, Natalia Garcia-Orihuela, Juan Pablo Robles, Magdalena Zamora-
Corona, Gonzalo Martinez de la Escalera, Carmen Clapp, Yazmin Macotela

Departamento de Neurobiologia Celular y Molecular, Instituto de Neurobiologia, UNAM.
Boulevard Juriquilla 3001, Querétaro, 76230, México. Tel: 442 2381029. macotelag@unam.mx

La obesidad es una enfermedad que se caracteriza por el almacenamiento excesivo de grasa
corporal, provocando la pérdida de la funcién del tejido adiposo conduciendo al desarrollo de
resistencia a la insulina. Niveles bajos de prolactina (PRL) en suero se asocian con mayor
prevalencia de obesidad, diabetes tipo 2 y sindrome metabdlico. Recientemente, en nuestro
laboratorio mostramos que la PRL promueve la sensibilidad a la insulina sistémica, a través de
preservar la funcionalidad el tejido adiposo. Especificamente, en roedores la PRL previene la
hipertrofia de los adipocitos inducida por una dieta alta en grasas e induce hiperplasia en dicho
tejido, incrementa la expresion del factor proadipogénico Pparg y disminuye la expresion de
la citocina proinflamatoria //1b, ademas de aumentar los niveles de adiponectina en suero
(adipocina que favorece la sensibilidad a la insulina). Mientras que, en humanos, los niveles
de PRL circulante correlacionan positivamente con la expresion de marcadores de
funcionalidad del tejido adiposo, como AdipoQ, Glut4 y Pparg. En este trabajo, el objetivo es
evalur si la PRL ejerce un efecto directo sobre los preadipocitos y adipocitos, regulando su
diferenciacion y funcion. Para ello, disminuimos la expresién del receptor de PRL (Prlr)
utilizando RNA de horquilla corta (short hairpin-shRNA) en vectores lentivirales, en cultivos
primarios de preadipocitos y adipocitos viscerales y subcutaneos, para evaluar la capacidad
de diferenciacion y la expresion de marcadores de funcionalidad, respectivamente; ademas,
indujimos resistencia a la insulina en adipocitos maduros y evaluamos el efecto de la PRL. El
shRNA contra el Prir (shRNA-PrlIr) disminuyd en un 80% la expresién del Prir en preadipocitos
y adipocitos comparado con la secuencia control (shRNA-Ctrl). La disminucién de la expresion
del Prir bloqued la diferenciacion de preadipocitos viscerales y subcutaneos, disminuyendo la
acumulacion de gotas lipidicas y reduciendo la expresion de marcadores de diferenciacion:
Pref1, Zfp423, Cebpa y Pparg. Mientras que la disminucién de la expresion del Prir en
adipocitos maduros viscerales y subcutaneos redujo la expresion de marcadores de
funcionalidad: Adipoq, Lep y Glut4. Por ultimo, el tratamiento con PRL previno la resistencia a
la insulina inducida por TNFa en adipocitos subcutaneos, ya que rescato la fosforilacion de
AKT inhibida por el TNFa. Estos resultados muestran que la PRL a través de su receptor actua
directamente sobre las células adiposas, en los preadipocitos regulando su diferenciacion y en
los adipocitos modificando su funcion, y apoyan la hipotesis de que los niveles reducidos de
PRL durante la obesidad contribuyen a la disfuncién del tejido adiposo. Trabajo auspiciado por
CONACYT (261168 y 284771).
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Comparacioén del efecto antiproliferativo de la oleamida en la linea celular
de glioblastoma de rata RG2 y astrocitos primarios

Laboratorio de Medicina Traslacional, Instituto Nacional de Cancerologia, SSA, CDMX, 14080, México

Ana Laura Torres Roman, Biol. Victor Manuel Garcia Hernandez, Dra. Erika Betzabé Ruiz Garcia, Dr. Abelardo
Meneses Garcia, Dr. Abel Santamaria Del Angel, Dra. Alette Ortega Gémez?

a Alette Ortega-Gomez, Ph.D. Avenida San Fernando 22, Belisario Dominguez Seccion XVI, CDMX 14080,
México. Tel.: (+5255) 5628-0400 (x 64506); E-mail: ortega.alette@gmail.com

Introduccion: El glioblastoma multiforme se considera el tumor mas agresivo del sistema
nervioso central sin embargo su tratamiento no es satisfactorio debido a la baja supervivencia
de los pacientes por lo que es necesario el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas. El
sistema endocannabinoide se ha asociado a eventos antiproliferativos en varios tipos de
tumores a través de la activacion de los receptores cannabinoides CB1 y CB2 presentes en
las células tumorales lo que induce la activacién de cascadas de sefializacion que culminan
en muerte celular. La oleamida (ODA) es un agonista endocannabinoide del receptor CB1 que
se ha asociado con la inhibicion de uniones Gap en células tumorales, no obstante, su efecto
en eventos antiproliferativos relacionados a la induccion de muerte celular no ha sido
totalmente explorado. Objetivo: En este estudio evaluamos el efecto antiproliferativo de ODA
en la linea celular de glioblastoma de rata RG2 y lo comparamos con cultivos primarios de
astrocitos provenientes de ratas de 8 dias post-natales. Materiales y Métodos: La linea
celular RG2 y los cultivos primarios de astrocitos fueron tratados con ODA en diferentes
concentraciones [25 yM, 50 uyM, 100 uM y 200 uM] y tiempos de cultivo (12, 24 y 48 h). Para
evaluar los efectos antiproliferativos de la ODA, se determinaron los cambios morfologicos
utilizando microscopia de contraste de fase, la viabilidad celular mediante el ensayo MTT,
mecanismos de muerte celular utilizando los marcadores de necrosis / apoptosis y la
inhibicion del ciclo celular por citometria de flujo. Resultados: En la linea tumoral RG2 se
observo la pérdida de la apariencia poligonal inicial de las células adheridas y su material
citoplasmatico se orientd hacia la periferia del soma al ser estimuladas con ODA [100 yM] por
24 y 48 h. Contrario a esto, los cultivos de primarios de astrocitos formaron cumulos
estimulados con ODA [100 uM] 24h. ODA [100 pM] disminuye la viabilidad al 60% vs. Control
en RG2 y al 80% vs. Control en los cultivos de astrocitos, ambos efectos a la 24 h. El ensayo
de citometria de flujo demostré un aumento en la muerte celular apoptética después de 24 h
de tratamiento con ODA [100 uM] en las células RG2, ademas, demostrdé que se produjeron
mecanismos de muerte celular inducidos por ODA en la fase G1 del ciclo celular. Conclusién:
Este estudio sugiere que la ODA ejerce un efecto antiproliferativo selectivo en las células de
glioblastoma RG2 en comparacion con los astrocitos primarios normales. La oleamida podria
usarse como tratamiento coadyuvante con atencion estandar para el glioblastoma.
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La sulpirida, antagonista del receptor D2 de dopamina, mejora el
perfil metabdlico y reduce la hipertrofia de los adipocitos en
ratones obesos.

Dina lathzil Vazquez-Carrillo, Elva Adan-Castro, Gabriela Ramirez-Hernandez, Areli
Baez-Meza, Gonzalo Martinez de la Escalera, Carmen Clapp, Yazmin Macotela.

Instituto de Neurobiologia, UNAM Campus Juriquilla, Querétaro, México.
Boulevard Juriquilla 3001, Querétaro, México 76230.
Correo: iathzil.v@gmail.com celular: 4949490352

La obesidad es una enfermedad que afecta a millones de personas en el mundo, e
incrementa el riesgo de padecer enfermedades como diabetes tipo 2, cancer,
Alzheimer y enfermedades cardiovasculares. La obesidad se asocia con bajos
niveles de prolactina (PRL) en roedores y humanos; mientras que, el tratamiento
con PRL en animales obesos, resulta en una mayor sensibilidad a la insulina y una
sana expansion del tejido adiposo. El proposito de nuestro estudio es evaluar la
capacidad de la sulpirida, farmaco antagonista del receptor D2 de dopamina
(actualmente utilizado como adyuvante digestivo y antipsicético) que eleva los
niveles de PRL, para promover la homeostasis metabdlica y la funcionalidad del
tejido adiposo en condiciones de obesidad. Para ello, ratones adultos de la cepa
C57BL/6 se dividieron en 4 grupos: dos recibieron una dieta control y dos una dieta
alta en grasa. En cada dieta, un subgrupo fue tratado con sulpirida (30 mg /kg, 30
dias) y otro con solucion vehiculo. Se evalué el tamarfio de los adipocitos del tejido
adiposo visceral y subcutaneo mediante histologia, ademas se realizaron ensayos
de tolerancia a glucosa e insulina y los niveles circulantes de PRL e insulina se
midieron mediante la técnica de ELISA. Como resultados se obtuvo que en animales
obesos, la sulpirida incrementa los niveles de PRL, a la vez que reduce los niveles
basales de glucosa (en ayuno y condicién posprandial) y de insulina sérica, y
promueve la tolerancia a la glucosa, mientras que no altera la ingesta de alimento
ni el peso corporal de los animales. Ademas, encontramos que la sulpirida
disminuye el area de los adipocitos en el tejido adiposo visceral de animales obesos.
Nuestros resultados sugieren que la elevacion de los niveles de PRL dados por la
administracién de sulpirida, mejora la funcionalidad del tejido adiposo y ejerce un
efecto hipoglucemiante en condiciones de obesidad.

Agradecemos el apoyo técnico de Ericka de los Rios, Xarubet Ruiz-Herrera,
Fernando Lopez-Barrera, Daniel Mondragon, Antonio Prado, Martin Garcia-Servin
y Alejandra Castilla. Proyecto apoyado por CONACYT: Fondo Sectorial de
Investigacion para la Educacion 284771 y Fondo Sectorial de Investigacion en Salud
y Seguridad Social 261168 to YM.
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Control de la activacién de miofibroblastos humanos
aislados de cicatrices hipertréficas en hidrogeles de poliacrilamida.

Dalia Stephanie Aquirre Maldonado', Alejandro Cabrera Wrooman?, Mathieu Hautefeuille' y
Genaro Vazquez Victorio'. 'Facultad de Ciencias, Universidad Nacional Auténoma de México,
Circuito Exterior S/N, Ciudad Universitaria CP 04510, Ciudad de México, México. 2Laboratorio
de Tejido Conjuntivo, Centro Nacional de Investigacion y Atencion de Quemados, Instituto
Nacional de Rehabilitacion, México. Email: stefiaguirre97 @gmail.com

La cicatrizacion cutanea en las heridas cronicas, se limpia y se efectua la reparacion de
la dermis y la epidermis, a lo que siguen la remodelacion de la matriz extracelular y
resolucién de la herida. Es probable que la cicatrizacion anormal de la herida induzca la
formacion de cicatrices hipertroficas y queloides, lo que conduce a disfuncion,
deformidad y problemas mentales en el 30-90% de los pacientes. Los miofibroblastos
juegan un papel clave para preservar la homeostasis en la piel y para orquestar la
reparacion fisiolégica del tejido (fibrogénesis). Los fibroblastos y miofibroblastos, son
capaces de remodelar la matriz extracelular al secretar metaloproteinasas de matriz e
inhibidores tisulares de estas enzimas. Los miofibroblastos y su microambiente forman
una comunicacion que evoluciona durante la reparacién del tejido, con acciones
reciprocas que conducen a la diferenciacion celular, proliferacién, quiescencia,
apoptosis 0 senescencia, y acciones sobre la biodisponibilidad de factores de
crecimiento mediante union, secuestro y activacién. Ademas, el fenotipo miofibroblasto
esta regulado por tensiones mecanicas a las que estan sometidos y, por lo tanto, por la
sefalizacion mecanica (mecanotransduccion). A través de este estudio, se han
caracterizado cultivos primarios de fibroblastos humanos obtenidos de biopsias de piel
de cicatrices hipertréficas (Fb-HHS por su traduccion al inglés “Human Fibroblasts from
Hypertrophic Scars”), con el fin de identificar las proteinas presentes y/o ausentes en un
fenotipo comparado de mio- y fibroblastos en respuesta a las tensiones mecanicas. Se
realizd la preparacién de geles de poliacrilamida de diferente rigidez (1, 5 y 20 kPa)
sobre cubreobjetos de vidrio, seguido de una fotoadhesion de colagena tipo | para la
siembra de los Fb-HHS. Se realizaron ensayos a condiciones similares fijando las
células con p-formaldehido a 3, 24, 48 y 72 h (curso temporal). Posteriormente se
realizaron ensayos de inmunofluorescencia, marcando a-SMA, fibronectina, YAP/TAZ,
a-vinculina, F-actina y a-Smad2 con el fin de analizar su localizacién, presencia y
ordenamiento en cada condicion. Asi mismo, se realizaron mediciones y analisis
estadisticos de esparcimiento celular en funcién de la rigidez. En los sustratos de menor
rigidez se observd una disminucion en el numero de células y esparcimiento de las
mismas; una disminucion en la presencia de filamentos de actina y en la presencia de
a-vinculina en la periferia; un desordenamiento en la fibronectina. En estos efectos se
observa una tendencia directamente proporcional en funcién de la rigidez (aumento en
la proliferacion y esparcimiento celular a mayor rigidez, etc).
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La secrecion de TGF- 3 en células de melanoma y su
comuhnicacion con células cebadas
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Resumen

El factor de crecimiento transformante 3 (TGF-B) es una citocina pleiotrépica, que
participa en la regulacion de diferentes procesos celulares, asi como en el
desarrollo y progresion de diferentes patologias, como es el cancer. En donde,
puede actuar como un agente pro-tumorigénico, mediando procesos importantes
para la progresion tumoral como es la regulacion del sistema inmune. Por ejemplo,
promoviendo la quimiotaxis de células del sistema inmune hacia el microambiente
tumoral. Una de las células del Sistema Inmune que se encuentra relacionada con
diferentes tipos de cancer, son las Células Cebadas. Como es en el caso del
cancer de piel tipo melanoma. El melanoma, es un tipo de neoplasia que expresa
y secreta una gran cantidad de factores y moléculas indispensables para la
progresion tumoral. Uno de ellos es el TGF-B; sin embargo, el mecanismo de
secrecion de esta citocina en células de melanoma no esta del todo caracterizado.
Recientemente se ha reportado en células de mesotelioma, una nueva forma de
secrecion de la citocina TGF-f3, a través de Vesiculas Extracelulares (VE); las VE
son mediadores funcionales de la comunicacion tumor-estroma y participan en
procesos fundamentales para la progresién tumoral. Por lo cual, en el presente
proyecto se plantea elucidar los mecanismos de secrecidn de TGF-3 en células de
melanoma B16, asi como evaluar las acciones de la citocina exdégena en células
cebadas RBL-2H3. Hasta el momento, hemos encontrado que la citocina TGF-$3
es secretada por las células de melanoma B16 a través de VE y es reconocida por
las células AD293-3TP Lux, al activarse su via de sefalizacion. Ademas,
encontramos que el TGF-B exdgeno logré generar una respuesta en células
cebadas RBL-2H3, al activar también su via de sefalizacion. Estos datos
obtenidos, nos permiten seguir estudiando los mecanismos por los cuales la
citocina pudiera regular a las células cebadas en el microambiente tumoral. Y nos
lleva a proponer que el TGF-B en VE puede tener un papel muy importante en la
comunicaciéon con las células cebadas, favoreciendo la progresion tumoral.
Consideramos que el conocimiento generado permitira entender parte del
comportamiento y el desarrollo de este tipo de neoplasias.

Este trabajo fue apoyado por CONACYT, ANR and PAPIIT/DGAPA.
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Estudios de la adhesidén celular en sustratos con propiedades

elasticas y viscoelasticas
Alejandra Jiménez Escobar(1), Sagrario Monserrat Avin Hernandez (2), Aarén Cruz
Ramirez, Mathieu Hautefeuille y Genaro Vazquez Victorio. Facultad de Ciencias,
Universidad Nacional Autéonoma de México, Circuito Exterior S/N, Ciudad Universitaria CP
04510, Ciudad de México, México. Email: (1) ale.jimenez97@ciencias.unam.mx;
(2)sagrario_avin09@ciencias.unam.mx

Las células son capaces de percibir las propiedades mecanicas del
microambiente y transducirlas intracelularmente a sehales bioquimicas. Las
adhesiones focales son los complejos proteicos que funcionan como sensores de la
mecanica del entorno, generan un impacto en el reacomodo del citoesqueleto y a
su vez en la regulacién de distintas vias de sefalizacion mecanosensitivas, como
aquellas de los coactivadores transcripcionales YAP/TAZ y MRTF.

Se ha encontrado que las células responden de manera dependiente a la
rigidez del sustrato elastico; sin embargo, se sabe que los tejidos son principalmente
viscoelasticos al presentar una capacidad de deformacidén dependiente del tiempo.
Recientemente, se ha observado que esta propiedad del sustrato puede modificar la
respuesta de las células cultivadas en sustratos con la misma rigidez. Debido a
esto, el presente proyecto realiza un estudio comparativo de la adhesioén celular a
sustratos elasticos y viscoelasticos mediante la elaboracién de hidrogeles de
poliacrilamida y estructuras a base de resina IP-S, con elasticidad y viscoelasticidad
variable, respectivamente. Sobre estos se siembran fibroblastos embrionarios de
ratdbn 3T3-L1. Se realizan ensayos de inmunofluorescencia y Western Blot para la
deteccion de proteinas de adhesiones focales (vinculina, talina, paxilina), fibras de
estrés de actina, asi como de los coactivadores mecanosensibles MRTF y
YAP/TAZ.

De manera preliminar, se ha encontrado que las células cultivadas en
sustratos rigidos (20 kPa) el area de esparcimiento celular aumenta, presentan
fibras de estrés de actina y una mayor expresion de las proteinas de adhesiones
focales en comparacion con los sustratos suaves (0.5 kPa). Se espera que en
sustratos de diferente elasticidad y viscoelasticidad, al haber diferentes estimulos
mecanicos, exista una modulacién de los complejos proteicos de adhesiones focales
asi como diferente regulacion de los coactivadores mecanosensibles YAP/TAZ y
MRTF.
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Incorporacidn de proteinas de matriz extracelular de
higados descelularizados a hidrogeles de rigidez variable.
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La matriz extracelular (MEC) es un componente acelular presente en los tejidos y
organos, formando una red tridimensional de proteinas y azucares sulfatados que
proporciona un andamio fisico para las células que funciona como un soporte
estructural, y que ademas desencadena sefales que promueven la diferenciacion,
migracion, proliferacion y adhesion celular. Investigaciones han demostrado que
en los cultivos celulares in vitro, geles de proteinas de MEC de érganos
descelularizados, generan un microambiente biomimético que ayuda al
mantenimiento del fenotipo de las células. Particularmente en cultivos primarios de
hepatocitos, la permanencia del fenotipo celular es importante para la realizacion
de ensayos preclinicos para pruebas de hepatotoxicidad ante nuevos farmacos y
para aplicaciones en la ingenieria de tejidos. Por ello, el objetivo de este estudio
es mantener el fenotipo y promover la proliferacion de cultivos primarios de
hepatocitos, a partir del enriquecimiento de proteinas de MEC descelularizadas de
higados normales y en regeneracion, y evaluar sus efectos en sustratos con
rigidez controlada. Para ello, se obtuvieron MEC de higados descelularizados de
rata jovenes, posteriormente se liofilizaron las MEC descelularizadas y se
obtuvieron las proteinas de MEC mediante la hidrdlisis enzimatica a diferentes
tiempos con dos diferentes enzimas: pepsina y colagenasa. Las proteinas se
caracterizaron mediante la electroforesis SDS-PAGE, tincion de nitrato de plata e
inmunoblot. Para controlar las propiedades mecanicas de los cultivos se
elaboraron hidrogeles de poliacrilamida de distinta rigidez funcionalizados las
fracciones enriquecidas de proteinas derivadas de MEC descelularizadas.
Interesantemente, se observé un mayor enriquecimiento de colagena tipo | en la
fraccion correspondiente a 4 h de hidrélisis enzimatica por ambas enzimas. Del
mismo modo se esta caracterizando el enriquecimiento de las proteinas colagena
tipo Il y IV, que son las proteinas de MEC mas abundantes en el higado.
Finalmente, se esta evaluando la influencia de las proteinas derivadas de las MEC
descelularizadas y los hidrogeles de poliacrilamida en la presencia de los
marcadores de fenotipo de los hepatocitos como HNF4, arginasa, glutamina
sintetasa y citocromos.
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Interacciones proteicas del complejo NURD, transduccién de
sefales y control del ciclo celular en Leucemia Mieloide Aguda
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Resumen

La leucemia mieloide aguda (AML) es un tipo de cancer hematolégico que resulta
de la desregulacion de los procesos de diferenciaciéon y proliferacion en células
mieloide del linaje hematopoyético (Grove & Vassiliou, 2014). El esquema actual
de tratamiento para AML consiste en administracion de farmacos que causan dafo
al DNA vy trasplante de células troncales hematopoyéticas. Lamentablemente, este
padecimiento afecta mayoritariamente a pacientes de la tercera edad, por lo cual,
la probabilidad de relapso es muy alta (cerca del 50%). Estudios de ultima
generacion han demostrado que numerosos genes mutados en AML corresponden
a elementos epigenéticos, de entre los cuales destaca el complejo de deacetilasas
y remodelador del nucleosoma (NuRD) (Algarni et al, 2014). Sus subunidades
principales comprenden: CHD4, HDAC1/2, MBD2/3 y MTA1/2, aunque se ha
demostrado que puede interactuar con proteinas que tienen un papel esencial en
la transduccion de sefiales que regulan el ciclo celular en cancer: SMAD4
(regulacién de la via de TGFB), ZBTB2 (via de BMP/Smad) y ZFHX3 (viaS de
TGFB y de NFkB) (Zhao et al, 2018; Sun et al, 2014; Heining et al, 2011). Debido a
la importancia de la regulacion epigenética en AML, el tratamiento con farmacos
que inhiban la actividad de sus componentes enzimaticos podria promover el
control sobre la expresion genética, lo que podria ofrecer una alternativa
terapéutica para los pacientes que se ven mayormente afectados por este tipo de
cancer (Bewersdorf et al, 2019; O’Shaughnessy & Hendrich, 2013). Durante el
presente trabajo, se realizd analisis de secuenciacion de RNA (RNA-seq) para
conocer los niveles de expresion de subunidades de NuRD, asi como que
proteinas que interactuan con el mismo. Un analisis posterior en la plataforma
STRING resultd en la obtencion de datos acerca de las interacciones entre vias de
sefalizacion que regulan el ciclo celular. Asimismo, los tratamientos
farmacoldgicos con Mocetinostat y Vorinostat (inhibidores de HDACs) demostraron
ejercer efectos diferenciales sobre laexpresion proteica de los componentes
esenciales del complejo NuRD, junto con las proteinas EZH2, SMAD4, ZBTB2,
ZHFX3. Por ultimo, empleando la técnica de Citometria de flujo, se observo una
clara modificacion en la progresion a través de las diferentes del ciclo celular
células bajo el tratamiento farmacoldgico. En conclusion, el presente trabajo ha
demostrado que los inhibidores de HDACs, Mocetinostat y Vorinostat, alteran la
expresion de NuRD vy las proteinas que intervienen en la regulacion del ciclo
celular, induciendo principalmente un arresto en distintas fases, de acuerdo a la
linea celular y el tiempo de exposicion al farmaco. Esto ha sentado las bases para
buscar alternativas terapéuticas epigenéticas en AML.
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Efecto de la rigidez del sustrato y el factor TGF-B enla TEMy la

senescencia en hepatocitos primarios de rata
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Los hepatocitos primarios son células del tipo epitelial que al ser sembradas
sobre sustratos rigidos (cajas Petri de poliestireno o cubreobjetos de vidrio)
presentan un cambio de fenotipo del tipo transicion epitelio-mesénquima (TEM),
que ocurre tipicamente a partir del tercer dia de cultivo. Esta transicion reportada
en sustratos rigidos esta acompafiada de un aumento en la expresion de actina
cortical, lo cual se ha relacionado con procesos como la fibrogénesis; también,
ocurre un aumento del area celular y la disminucién de marcadores de fenotipo
epitelial como la proteina E-cadherina. Las cajas de cultivo y el vidrio presentan
una rigidez mucho mayor (GPa) con respecto a los valores fisiopatologicos
reportados (< 5 kPa). Ademas, mientras que en experimentos in vitro las células
responden a TGF-B provocando su transicion a mesénquima, in vivo no presentan
el mismo efecto. Por lo tanto, se decidié estudiar la influencia de este factor en
hepatocitos primarios de rata, sembrados en sustratos de menor rigidez y evaluar
si existe el mismo efecto de transicidén epitelio-mesénquima, ademas de valorar si
se presenta en los hepatocitos el proceso de senescencia celular. Para esto se
utilizaron hidrogeles de poliacrilamida con una rigidez de 1 y 20 kPa, conjugados
con matriz extracelular en su superficie (colagena-l), se mantuvieron durante 6
dias y se determind la expresidon de actina, E-cadherina, morfologia y
esparcimiento celular.
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Uso de la linea MCF-7 como biosensor para detectar cambios en
la senalizacion de IR/Akt/p70S6K por exposicion a sueros

humanos eutréficos vs obesogénicos
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Alejandro Zentella Dehesa
Unidad Periférica del Departamento de Medicina Gendmica y Toxicologia Ambiental del
Instituto de Investigaciones Biomédicas UNAM, Unidad de Bioquimica del Instituto
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Universidad Nacional Autbnoma de México
Vasco de Quiroga No. 15 Col. Belisario Dominguez Seccién XVI, Ciudad de México C.P.
14080, 54870900 ext. 2606
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Actualmente el cancer de mama representa un problema de salud publica a nivel
mundial, con una incidencia del 23 % y ser la primer causa de mortalidad en
mujeres por enfermedad neoplasica (CNEGSR, 2017).Si bien no existe una causa
directa para el desarrollo de cancer de mama, la obesidad se asocia con un
aumento en la tasa de incidencia en 30 a 50 % en mujeres con obesidad (Aguilar
et al, 2012); aunque esta asociacion se conoce desde hace mas de 20 anos, los
mecanismos que promueven la aparicion de tumoraciones malignas en el epitelio
mamario de mujeres con obesidad siguen sin ser comprendidos perfectamente,
debido a la gran cantidad de moléculas que son alteradas en el proceso
obesogénico, las cuales presentan un efecto sobre la regulacion de la via de
PI3K/Akt. Por tal motivo, este estudio presenta la premisa que las diferencias en la
composicion sérica de mujeres eutrdficas promueven un perfil de activaciéon
diferencial en la via PI3K/Akt en células de cancer de mama en comparacion con
el suero de mujeres con obesidad. Los resultados obtenidos muestran un
incremento en la proliferacién celular, activacién de la via de Akt en tiempo mas
tempranos, expresion diferencial de las isoformas de Akt, incremento de la
captacién de glucosa y aumento de la migracion celular en células expuestas a
sueros de mujeres con obesidad en comparacion del suero de mujeres eutroficas;
ademas de la aparicion de una banda de 48 kDa identificada con el anticuerpo
contra pAkt-1, la cual es eliminada por la inhibicion del proteosoma y por la
estimulaciéon de suero eutréfico que presenta eliminacion de la fraccion liposomal y
exosomal en células de cancer de mama. Con lo anterior podemos concluir que la
activacion de la via de sefalizacién de IR / Akt / p70S6k es modificada por la
composicidon sérica presente en el suero de las mujeres eutroficas frente al suero
de las mujeres con obesidad, lo que podria estar asociado con el aumento en la
incidencia de cancer de mama en la poblacion de mujeres con obesidad.
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Regulacién de la estabilidad de las proteinas Ski y SnoN por el
antibiético puromicina
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El factor de crecimiento transformante beta (TGF-B), es una citocina multifuncional
involucrada en diversos procesos celulares, tales como: diferenciacion,
proliferacion, migracién y apoptosis. El TGF-B realiza sus funciones mediante su
unién a receptores tipo | y Il con actividad de cinasa de residuos de serina y
treonina, los cuales promueven la sefializacién rio debajo, a través de los factores
transcripcionales Smad.

Ski 'y SnoN son proteinas que pertenecen a la familia Ski, son consideradas proto-
oncoproteinas al relacionarse su sobreexpresion con la capacidad de inducir
transformacién en las células. Se encuentran localizadas principalmente en el
nucleo y son correpresores claves de las Smad. Cambios en sus niveles de
expresion pueden conducir a diversas patologias como fibrosis y cancer. La
estabilidad proteica de Ski y SnoN es principalmente regulada por la sefalizacion
del TGF-[3, ya que esta citocina causa una disminucion de los niveles proteicos de
Ski y SnoN al promover su poliubiquitinacion y degradacion, para asi poder llevar
a cabo la transcripcion de sus genes blanco.

Se ha observado que ademas de la sefalizacion via el TGF-B/Smad, los
antibioticos puromicina y anisomicina, son capaces de regular negativamente a las
proteinas Ski y SnoN promoviendo su degradacion via el proteosoma.

Puromicina es un analogo estructural del aminoacil-tRNA que inhibe la sintesis de
proteinas tanto en células procariotas y eucariotas, y activa diferentes vias de
MAPK (ERKs, JNKs, p38). A este respecto, de manera interesante, se ha
observado que la forma acetilada de puromicina tienen la capacidad de disminuir
los niveles de las proteinas Ski y SnoN, sin ejercer un efecto ribotéxico. La
regulacion de la estabilidad de Ski y SnoN por puromicina depende del contexto
celular, ya que solo se ha observado en ciertas lineas celulares.

Con base en lo anterior, en este proyecto se pretende conocer los mecanismos
mediante los cuales la puromicina, logra regular de manera negativa a las
proteinas Ski y SnoN, evaluando que proteinas se encuentran interaccionando en
la promocion de su ubiquitinacion.

Este trabajo es apoyado con recursos de PAPIIT/DGAPA, UNAM.
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Modificaciones transcripcionales asociadas a la Artritis
Reumatoide en etapas muy tempranas de la Artritis Inducida por
Adyuvante Complete Freund.
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Introduccién: La artritis inducida por adyuvantes (AlA) es un modelo ampliamente
utilizado en el estudio de la artritis reumatoide (AR). Los mecanismos precisos
activados por el adyuvante completo de Freund (ACF) no han sido del todo
elucidados y el papel de las células tisulares en la activacion del proceso
patogénico no ha sido previamente explorado. Obijetivo: Describir las
modificaciones transcripcionales en las primeras etapas de la AlA en ratas para
comprender mejor los procesos iniciales criticos que dan origen a la artritis.
Métodos: Ratas Wistar fueron inyectadas con ACF, adyuvante incompleto de
Freund (AIF) o solucion salina (SS) en los cojinetes plantares traseros y se
sacrificaron a las 24, 48 o 96 h para andlisis genético e histologico. Los
microarreglos de ADN revelaron los genes expresados diferencialmente por los
componentes del ACF al comparar los cojinetes inyectados con ACF con aquellos
inyectados con AIF y SS. El andlisis histolégico incluy6 la tincion de H&E,
inmunohistoquimica para la deteccion de proteinas claves en las vias de
sefalizacion desreguladas e inmunofluorescencia para colocalizar dichas
proteinas en células especificas. Resultados: Los componentes del ACF
desregularon el transcriptoma asociado a la AR en todos los tiempos de analisis.
Los genes de las vias de sefializacion MAPK, Jak-STAT, HIF, PI3K-Akt, TLR, TNF
y NF-kB se encontraron desregulados incluso a las 24 h, cuando las células
inmunes (CD4, CD8 y CD68) estaban practicamente ausentes. Los marcadores
clave Erk1/2, Jak-3, Jak-2, TLR-4 e IL-6 fueron inmunodetectados en células
tisulares de los cojinetes plantares inyectados con el ACF. Conclusion: El ACF
desregula los procesos vinculados a la AR en etapas muy tempranas del modelo
AA donde las células tisulares juegan un papel fundamental al expresar
mediadores clave del proceso patogénico. El AIF no es inactivo y juega un papel
sinérgico con los componentes micobacterianos en las alteraciones genéticas.
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Cambios transcripcionales e histolégicos del proceso
inflamatorio y de remodelacién articular influenciados por el
ejercicio fisico en modelos animales de artritis.
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Introduccioén: Los efectos que el ejercicio puede desencadenar a nivel articular en
las artropatias inflamatorias no han sido del todo descritas y por lo tanto no han
sido considerados en la administracién de ejercicio en los pacientes. Objetivo:
Evaluar el efecto del ejercicio a nivel transcripcional e histoldgico en tres modelos
animales de artritis. Métodos: La induccion de artritis se realizd6 de acuerdo con
los modelos de artritis inducida por proteoglicanos (AIPG) en ratones BALBI/c,
artritis espontanea en ratones DBA/1 y artritis inducida por adyuvantes (AlA) en
ratas Wistar. Los animales fueron ejercitados en una banda sinfin durante 10
semanas. Las articulaciones tarsales se utilizaron para el analisis histologico y
genético empleando microarreglos de ADN. Los genes expresados
diferencialmente se obtuvieron al comparar los animales ejercitados con aquellos
que no realizaron ejercicio. El analisis bioinformatico en las plataformas DAVID,
STRING y Cytoscape permiti6 la asociacion de estos genes en procesos
biolégicos y vias de sefializacion. Resultados: En los ratones con AIPG
(clinicamente leve), el ejercicio infra-regulé genes del proceso inflamatorio y sobre-
reguld otros asociados con la remodelacion del cartilago y la mineralizacion 6sea.
A nivel histologico, atenud el infiltrado inflamatorio y la erosiéon del cartilago. En
ratones con artritis espontanea (clinicamente moderada), el ejercicio acelerd la
aparicion y el nivel de artritis y a nivel histolégico aumenté la proliferacion anormal
de cartilago y hueso. En la AlA, el ejercicio exacerbd los parametros clinicos e
histologicos de la artritis y sobre-regulo genes y vias de sefializacion del proceso
patogénico de la artritis reumatoide, incluida la hipoxia, el estrés oxidativo y la
angiogénesis. Conclusion: El ejercicio influydé en parametros intimamente
relacionados con artropatias inflamatorias. Sus efectos diferian segun el tipo de
artritis. En la artritis leve, el ejercicio tuvo un efecto beneficioso a nivel articular,
mientras que en la artritis moderada y severa agravd la inflamacion y/o la
remodelacion de los tejidos, incluida la destruccion 6sea. El efecto del ejercicio a
nivel molecular requiere mas estudios en modelos animales y humanos, para
contribuir en el desarrollo de programas con mayor efectividad para los pacientes,
un aspecto que hasta la fecha no se ha establecido.
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Efecto de la IL-2 sobre la activacion de células del sistema inmune y la
proliferacion tumoral en cultivos de células tumorales cervicales y células
mononucleares
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Introduccion: En México, el cancer cervical es la segunda causa de muerte por cancer
en mujeres. Las etapas avanzadas estan asociadas con mayor transformacién celular,
la cual afecta mecanismos para inducir sobrevivencia, proliferaciéon, metastasis vy
facilitan la evasion del sistema inmune asi como la resistencia quimioterapéutica. Por tal
razon, es importante analizar diferentes moléculas inmunomoduladoras para aumentar
la susceptibilidad de las células tumorales a la induccion de muerte. Bajo este contexto,
analizamos la IL-2, primordial en la activacion del sistema inmune. Previamente,
mostramos como distintas lineas celulares de cancer de cérvix (VPH* y VPH"), son
sensibles al tratamiento con 100UIl/mL de IL-2, disminuyendo su proliferacién, debido a
la detencion transitoria del ciclo celular en G1. Sin embargo, es necesario conocer el
efecto de dicha citocina en modelos de co-cultivo de células tumorales y células del
sistema inmune, con participacion de otras moléculas. Metodologia: 1) Obtencién de
células mononucleares (CMN) por gradiente de densidad usando ficoll-paque™: 2)
Lineas celulares cervicales tumorales (VPH18*, VPH16", VPH"); 3) Co-cultivos de
células tumorales; 4) Determinacién de ciclo celular y proliferacion con loduro de
propidio y Ki-67, asi como la expresion de CD25, CD44 y CD24 por citometria de flujo.
Resultados: El tratamiento de CMN con 100Ul de IL-2/mL, incrementa la expresion de
CD25 hasta en un 8%. Sin embargo, el co-cultivo de CMN con células tumorales (VPH*
o VPH") disminuye la expresion de éste (3-4%), la cual puede ser recuperada a estados
basales (6%) con la adicion de 100Ul de IL-2/mL. Por otra parte, la adicion de 100Ul de
IL-2/mL en el co-cultivo de CMN y células tumorales VPH- induce un mayor porcentaje
de células T en fase S y G2, que el co-cultivo con células tumorales VPH*. Ademas, el
co-cultivo de CMN vy células tumorales tratadas con IL-2, disminuye la expresion de
Ki67* e incrementan el porcentaje de células en fase sub G1. También, encontramos
que el co-cultivo induce cambios morfoldgicos en las células tumorales, asi como un
incremento en la expresion de CD44 y una disminucion en la expresion de CD24.
Conclusién: Las células tumorales cervicales secretan componentes que alteran la
activacion y proliferacion de células del sistema inmune. Sin embargo, el tratamiento de
células tumorales y CMN con 100Ul de IL-2/mL, puede contrarrestar estos efectos e
inducir una menor proliferacion en células tumorales, asi como cambios morfologicos y
en la expresion de moléculas asociados a fenotipos troncales.
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El estrés primario por aluminio induce tolerancia en células de
Capsicum chinense a la infeccién por Pythium ultimum

Normig Zoghbi-Rodriguez !, Angela Ku-Gonzélez !, Emanuel Bojérquez-Quintal 2 , Esteban
Sanchez-Rodriguez 2, J. Armando Mufioz-Sanchez ', Tomas Gonzalez Estrada® y S.M. Teresa
Hernandez-Sotomayor '

" Unidad de Bioquimica y Biologia Molecular de Plantas. Centro de Investigacion Cientifica de
Yucatan (CICY) Mérida, Yucatan, México. 2 Laboratorio de Andlisis y Diagnédstico del Patrimonio
(LADIPA). El Colegio de Michoacén. La Piedad, Michoacén, México. e-mail: ths@cicy.mx.

El chile pertenece al género Capsicum y constituye un cultivo importante en
México con destino hacia el mercado nacional e internacional; sin embargo, su
produccion esta amenazada por diferentes tipos de estrés bibticos y abioticos que
la afectan. Estudios previos han reportado que la exposicion de una planta a un
estrés primario conduce a la tolerancia a otro estrés posterior. El aluminio puede
ser toxico para algunas plantas y microorganismos patdgenos; por ello, en este
trabajo se analiz6 el efecto del pre-tratamiento con aluminio de un cultivo de
células en suspension de C. chinense Jacq. que posteriormente interacciona con
Pythium ultimum, un oomiceto necrotréfico, responsable de la disminucion en la
produccion agricola en una amplia gama de cultivos incluyendo los de chile. El
cultivo de suspensiones celulares se tratdé previamente con diferentes
concentraciones de AICIs a pH 4,3 y luego fue retado con una suspension de
micelio de P. ultimum. Se evaluaron tanto la integridad celular y la ubicacién del
aluminio utilizando técnicas de mapeo por microscopia confocal y electrénica; asi
como la senalizacion celular de la interaccidn planta-patogeno a través de los
niveles de expresion de genes de las fosfolipasas C y D. Se evidencié que el
pretratamiento con aluminio 500 uM induce tolerancia a la infeccidon, la
acumulacién de aluminio en el nucleo y la membrana celular, y la modificacion de
la expresion de genes relacionados con la via de sefalizacion fosfolipidica.
Nuestros resultados sugieren que el estrés previo causado por el aluminio, activa
la respuesta de defensa, confiriendo tolerancia a la infeccién por el oomiceto. Este
estudio permite dilucidar aspectos de la tolerancia adquirida por estrés multiple y
proporciona datos para futuras estrategias de mejoramiento genético de los
cultivares de chile.

Esta investigacion ha sido financiada por CONACYT a través de IFC 035/2015 a
SMTHS, la beca # 622192 para NZR y la catedra-CONACYT a EBQ.
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La prolactina es un factor neuroprotector de las neuronas

hipocampales en condiciones de estrés oxidativo

Fernando Macias', Miriam Ulloa', Raul Josué Rivera',Rodrigo Manuel Arofia!, Carmen
Clapp', Gonzalo Martinez de la Escalera®, Edith Arnold'2.

'Departamento de Neurobiologia Celular y Molecular. 2Catedratica CONACYT. Instituto
de Neurobiologia, Universidad Nacional Auténoma de México, Campus UNAM
Juriquilla, Querétaro, Querétaro. fmaciaspr@gmail.com

El estrés oxidativo en el cerebro se encuentra relacionado con la aparicion y progresion
de enfermedades neurodegenerativas. La prolactina (PRL) en el cerebro puede actuar
como un agente neuroprotector; se ha reportado que protege a las células del
hipocampo contra un dafio por excitotoxicidad. También protege a los astrocitos
corticales y a las células del epitelio pigmentario retiniano sometidos a un dafo
oxidativo inducido por peréxido de hidrégeno (H20z2). En este trabajo investigamos si la
PRL protege a las neuronas hipocampales bajo estrés oxidativo inducido por H202 o
por cloruro de cobalto (CoClz). Cultivos primarios de neuronas del hipocampo obtenidas
de embriones de ratdbn de 16 dias de gestacion fueron caracterizados por
inmunocitoquimica para la expresién del marcador de neuronas: f-lll-tubulina. La
pureza y madurez del cultivo se analiz6 mediante la expresién por qRT-PCR de la
GFAP (como marcador de astrocitos), sinaptofisina, vGlut1 y PSD95 (como marcadores
de sinapsis) y del receptor de la PRL, en los dias in vitro (DIV) 4, 10 y 12. La mayor
expresion de los marcadores medidos fue observada al DIV10. Al DIV10 los cultivos

fueron incubados con H202 (de 25 a 225 uM) o CoCl2 (de 100 a 600 uM), para
determinar la LDso. El tratamiento con H202 indujo un incremento en la concentracion
de especies reactivas de oxigeno (ROS) y la fragmentacién del ADN revelada por la
oxidacion del 2°-7°-Diclorodihidrofluorescein diacetato y la tincion de TUNEL,
respectivamente. Los cultivos fueron incubados o no con PRL (1 nM a 100 nM) al DIV9,
24 horas antes del insulto con H202 0 CoClz. La PRL previno el dafio inducido por el
H202 de manera dependiente de la concentracién, teniendo su efecto maximo a la
concentracion de 100 nM; pero no asi del dafio inducido por el CoClz2, segun lo
determinado por el ensayo de MTT. De la misma forma, la PRL redujo la produccién de
ROS inducida por el H202 pero no por el CoClz. Para elucidar el posible mecanismo se
analizé en neuronas tratadas con 100 nM de PRL y/o 100 uM de H202 la expresién por
RT qPCR de los factores apoptoticos: BAX, NOXA, PUMA, BAD, BIM, BAK, Caspasa 3
y BCL2, de los factores reguladores de la autofagia: LC3, BECN1, ATG12 y LAMP2 y
de las enzimas antioxidantes: SOD2, GPX1, PRDX1 y PRDX6. La PRL previno el
aumento en la expresion de los factores pro-apoptéticos BAX, PUMA, BAD y de los
moduladores de la autofagia LC3, BECN1 y ATG12 causada por el H202. Estos
resultados sugieren que la PRL es un factor protector de las neuronas hipocampales
contra el estrés oxidativo, mediante la inhibicion de la apoptosis y la regulacion de la
autofagia.

Agradecimientos: Agradecemos a Fernando Loépez, Xarubet Herrera y Alejandra
Castilla por su asistencia técnica. CONACYT donativo CB-254728.
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El Eje Rho/Rock/F-Actina Promueve la Estabilidad del Co-
regulador Transcripcional SnoN.

David Martinez Pastor, Diana Grisel Rios Lépez, Dra. Marina Macias Silva.
Instituto de Fisiologia Celular, Lab. 225 Norte, UNAM.

Circuito Exterior s/n, Ciudad Universitaria, Coyoacan, 04510 México D. F.
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Resumen.

La proteina SnoN es un co-cofactor transcripcional de la via de sefializacion del
factor de crecimiento transformante beta (TGF-B), que interacciona con los
factores transcripcionales: Smad, para regular esta via de sefializacién. SnoN
participa en diversos procesos fisioldgicos y las alteraciones en su expresion se
relacionan con algunas patologias. EI TGF-B regula a SnoN transcripcionalmente
y a nivel de proteina. El TGF-B induce la degradacién de la proteina SnoN
mediado por las proteinas Smad2/3 activas, quienes reclutan a las ligasas de
ubiquitina E3: Smurf2, APC o Arkadia, mismas que afiaden a SnoN moléculas de
ubiquitina etiquetandola para su degradacion via sistema ubiquitna-proteosoma
(UPS). Interesantemente, SnoN posee una vida media relativamente corta y por lo
tanto su recambio celular es muy dinamico, en este sentido la formacioén basal del
complejo de destruccion conformado por Smad2/3/ligasa E3/SnoN presenta
relevancia para la degradacion de SnoN. Actualmente se ha observado que un
mecanismo que regula la estabilidad de SnoN independiente del TGF-B es la
dinamica del citoesqueleto de actina. Sin embargo, el mecanismo molecular de
como la polimerizacion de actina (F-actina) aumenta la estabilidad de SnoN no se
ha descrito todavia; una posibilidad es que un aumento en la formacién de F-
actina podria promover la disociacién del complejo de destruccion Smad2/3/ligasa
E3/SnoN y de esta manera la inhibicién de la poliubiquincacion y por consiguiente
la degradacién de SnoN. Resultados preliminares muestran que la modificacion de
los patrones de polimerizacion del citoesqueleto de actina tiene un efecto sobre el
estado de ubiquitinacion de las proteinas totales y de la proteina SnoN. Asimismo,
se observa que al inhibir la dinamica del citoesqueleto de actina presenta una
disminucién en la fosforilacion de Smad2; ademas que promueve la asociacion de
SnoN con actina.

Este trabajo esta apoyado con recursos de PAPIIT/DGAPA, UNAM.
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Efecto del . sobre la viabilidad y capacidad invasiva de células
tumorales troncales.

Irasema Mendieta, Winniberg Alvarez-Leon, Evangelina Delgado,
Brenda Anguiano, Carmen Aceves. Departamento de Neurobiologia
Celular y Molecular, Instituto de Neurobiologia, UNAM-Juriquilla.
Boulevard Juriquilla 3001, Juriquilla, Querétaro. C.P. 76230.
caracev@unam.mx. Tel. 442-238-1067

El neuroblastoma (NB) es el tumor neural sdélido extracraneal mas frecuente en la
poblacién infantii menor de 5 afios. Se caracteriza por un amplio espectro de
comportamientos clinicos, que pueden ir desde la remision espontanea de la
enfermedad hasta la muerte. Su remision estd asociada a procesos de
diferenciacion celular e inhibicién de los mecanismos de sobrevivencia. Estudios
previos de nuestro grupo, mostraron que el suplemento de yodo molecular (I2) inhibe
la viabilidad, induce la apoptosis y en conjunto con el acido retinoico promueve la
diferenciacion (aumento de neuritas y expresidon marcadores de diferenciacion
neural); de células de neuroblastoma de baja invasividad. Por otro lado, diversos
estudios sefalan que en todos los canceres existen células con la capacidad de
formar clonas en dormancia, quimiorresistentes y de gran capacidad invasiva; a este
tipo celular se le conoce como células tumorales troncales (CTT). En lineas
celulares tumorales inmortalizadas las CTT pueden ser separadas de las parentales
(PAR) mediante su cultivo en esferoides, ya que pueden sobrevivir en un medio de
baja adherencia y pobre en factores de diferenciacion, formando pequefias colonias
esféricas denominadas neuroesferas. Estas CTT exhiben una mayor capacidad
tumorigenica en ratones inmunodeficientes. El objetivo de este proyecto fué evaluar
el efecto del suplemento oral de I2 (0.025%) en el implante y progresién de
xenotransplantes de células PAR y CTT de la linea SK-N-AS considerada como
altamente invasiva en ratones inmunodeprimidos (Fox1 nu/nu). A las 8 semanas de
edad, cada ratdn se inoculé en ambos flancos con 5x10° células PAR o CTT. 24
horas después se conformaron: el grupo control (CTRL) y grupo l2 recibiendo los
tratamientos en el agua de beber durante 5 semanas. Los resultados mostraron que
independientemente de la presencia de Iz, las CTT desarrollan tumores visibles
desde la semana 2, mientras que las células PAR retasan su aparicién hasta la
semana 4. Durante la progresion tumoral el suplemento de |2 retrasé el crecimiento
tumoral de ambas células y previno la invasion intramuscular de los
xenotransplantes de CTT observados en el grupo control. El suplemento con |2 no
tuvo ningun efecto deletéreo en la salud animal (peso corporal). El analisis molecular
de los marcadores de troncalidad e invasion esta en curso

Agradecemos la asistencia técnica de Laura Inés Garcia. Trabajo auspiciado por
PAPIIT-UNAM 203919 y 209717.
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Efecto de IL-2 en la produccion de ATP en células de cancer de cérvix SiHa
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Introduccion:

A nivel mundial, el cancer cervicouterino ocupa el cuarto lugar estimado en muertes con cerca de
570,000 casos. En México, el cancer de cuello uterino (CaCu) es la tercera causa de muerte por
cancer en la mujer. El CaCu, se asocia a la infeccion por el virus de papiloma humano (VPH). EI VPH
modifica a las células de manera que adquieren caracteristicas transformadas como proliferacion
descontrolada, proteccidn contra apoptosis y cambios en el metabolismo celular. En varios modelos
tumorales se ha determinado que algunas citocinas activan ciertas vias relacionadas a los cambios
presentes en las células cancerosas. En el caso de la Interleucina 2 (IL-2), nuestro grupo de trabajo
ha demostrado la presencia de su receptor en las células de cancer cervical, la activacion de la via
JAK/STAT, ademas de una respuesta diferencial dependiente de la dosis.

En los ultimos afios se han relacionado diversas vias de sefalizacion con la regulacién del
metabolismo energético, entre ellas la via inducida por la IL-2, que regula directamente los
componentes de las vias metabdlicas incluso en ausencia de factores de crecimiento y, por lo tanto,
produce alteraciones metabdlicas. EI cambio mas evidente es el efecto Warburg donde la mayor
produccion de ATP se genera a partir de la glucolisis y en un menor porcentaje en la mitocondria, de
manera que la produccion de ATP y metabolitos derivados de la glucosa se ve acelerada.

Nuestro interés se centra en conocer si la IL-2 modifica de manera significativa la produccion de ATP
en la linea de cancer de cérvix SiHa cuando se activa la via JAK/STAT, la cual esta relacionada a
procesos de ciclo celular y metabolismo.

Material y métodos:

Se sembraron 15000 células de la linea de cancer de cérvix SiHa en placas de 96 pozos y se
estimularon con 10Ul/ml y 100Ul/ml de IL-2 durante 48h, 24h, 10h, 6h y 30 min. EI ATP producido se
analizé con el ATP Assay Kit de Merck Millipore y la luz emitida se midi6 en el luminémetro
Fluoroskan Ascent de Thermo Scientific.

Resultados:

Se observo que con el tratamiento con 10Ul/ml y 100Ul/ml de IL-2 se eleva la produccién de ATP, sin
embargo la mayor produccion se obtuvo con 100Ul/ml con un pico a las 6h y 10h; con un maximo de
0.84ug/ml.

Conclusion:

La IL-2 induce una mayor produccion de ATP con 100Ul/ml de IL-2. Al parecer, este aumento de
ATP coincide con la fase de sintesis de DNA en las células de cancer de cérvix. Nuestros resultados
sugieren que estas células tienen la habilidad para reprogramar el metabolismo energético para
mantener el crecimiento y la division celular.

Proyecto apoyado por CONACYT (CB253262)
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Efecto del estrés abidtico producido por el aluminio en la familia
de la Fosfolipasa C en C. arabica L.
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Resumen

La adaptacién exitosa a la presencia de factores bioticos o abidticos esta
determinada por la participacion de mecanismos de transduccion de sehales.
Nuestro grupo de trabajo desarroll6 un modelo de cultivos de suspensiones
celulares para estudiar la via de los fosfoinositidos, la cual es activada por el
aluminio. Los fosfoinositidos son sustratos de la enzima fosfolipasa C (PLC). En
este trabajo estudiamos a los miembros de la familia de la PLC y, evaluamos los
perfiles de transcripcion en suspensiones celulares de Coffea arabica L. (C.
arabica) en respuesta a la adicion de 100 uM AICIs. Los transcritos de la CaPLC1-
4 presentaron cambios en la abundancia después del tratamiento con AICls. Los
perfiles de expresion de CaPLC1 y CaPLC2 exhibieron un rapido y transitorio
aumento. Por el contrario, CaPLC3 y CaPLC4 presentaron perfiles de expresion
especificos, los cuales fueron regulados negativamente y positivamente
respectivamente. Las proteinas CaPLC fueron expresadas de manera heteréloga
en E. coli asi como la PLC de Arabidopsis thaliana (A. thaliana). Se midio la
actividad enzimatica in vitro en ausencia o presencia del AICls, de las CaPLC2,
CaPLC4, AtPLC2 y de un extracto crudo obtenido de células de C. arabica. El
tratamiento con el aluminio ocasion6 una inhibicion de la CaPLC2 (30%) similar a
la de la AtPLC2 y la del extracto crudo; mientras que, la actividad de la CaPLC4
presenté un aumento en respuesta a la presencia del AICls.

Adicionalmente, observamos la localizacion celular de la region PH de la PLC31
de humanos (YFP-PHpLcs1) en células bajo tratamiento con AICIs. En las células
sin tratamiento observamos una senal fluorescente acumulada hacia la regién
membranal; sin embargo, en las células bajo tratamiento con AICIs, no se observo
el mismo patron de sefnal. Nuestros resultados sugieren que la PLC pudiera tener
una funcion relevante en la via de transduccion de sefales que responde al estrés
producido por el aluminio. Esta relevancia se refleja en una posible estrategia de
adaptaciéon compleja de las especies de C. arabica para superar ambientes
adversos en presencia del aluminio.

Este trabajo fue financiado por el proyecto de CONACYT 219893 (SMTHS) y por
la beca posdoctoral 166897 (VMGM).
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La cafeina inhibe la migracién e invasion de células de la linea tumoral

mamaria invasiva MDA-MB-231
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Resumen

Evidencia acumulada ha reportado efectos anti-tumorales mediados por altas
concentraciones de cafeina plasmatica (1, 2) Sin embargo, aun no se ha estudiado si la
cafeina presenta efectos anti-cancerigenos en células tumorales mamarias a baja
concentracion, especificamente en concentraciones fisiolégicamente aplicables (<412 pM).
En este estudio, el modelo a utilizar fue la linea celular de cancer de mama MDA-MB-231,
una linea células fenotipicamente similar al cancer de mama triple negativo. Las células
fueron encubadas con diferentes concentraciones de cafeina (0, 250, 500, 1000 yM). Los
procesos de migracion e invasion fueron analizados mediante el ensayo de cierre de herida y
camaras de boyden recubiertas con Matrigel. Los cambios moleculares a nivel de expresion y
fosforilacion proteica fueron analizados mediante Western blot. Nuestros resultados
demuestran que la cafeina induce una disminucion en la activacion y fosforilacion de las
cinasas FAK y Src, proteinas que estan involucradas en la modulacién de metastasis en
tumores mamarios. De manera interesante, la cafeina no modula la secreciéon de MMPs en el
medio condicionado. Asimismo, los resultados muestran que la cafeina inhibe
significativamente la migracion e invasion tumoral a concentraciones fisiolégicamente
aplicables. Los datos antes mencionados confirman que la cafeina presenta la capacidad de
regular procesos asociados a la progresion tumoral mamaria in vitro. En resumen, nuestros
hallazgos demuestran que la cafeina inhibe los procesos de migracion e invasion celular en
la linea tumoral mamaria MDA-MB-231.

Referencias

1. John Kennedy Oliver, Roderick Paul, Buchanan Ryan, et al, Coffee, including caffeinated and
decaffeinated coffee, and the risk of hepatocellular carcinoma: a systematic review and dose-response
meta-analysis, BMJ Open. 2017 May 9;7(5):e013739.

2. Dong S, Kong J, Kong J, et al., Low Concentration of Caffeine Inhibits the Progression of the
Hepatocellular Carcinoma via Akt Signaling Pathway, Anticancer Agents Med Chem, 15(4):484- 92.5,
2015.
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Estandarizacion de la técnica de descelularizacion de rindn de rata
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Existen dos factores primordiales que limitan cualquier tipo de trasplante, el primero
es la disponibilidad del érgano a trasplantar; el segundo, es el desarrollo de rechazo
inmunoldgico, mediado por el complejo mayor de histocompatibilidad (HLA), que
desempena un papel fundamental (Avendafio et al., 2003; Brunicardi et al., 2005),

postquirurgicamente.

Actualmente, en México existe una demanda creciente en el trasplante de érganos;
anualmente, para cubrir la demanda, se requeririan de aproximadamente 15,939
rinones, 37 corazones, 5,988 cérneas, 311 higados y 2 pulmones (Secretaria de
Salud, 2019). En el afio 2018, sdlo el 20.7% fue candidato a un trasplante (Secretaria
de Salud, 2018)

El proceso de descelularizacion/recelularizacion es una técnica que busca conservar
la compleja arquitectura de la matriz extracelular (MEC) de un o6rgano para
posteriormente, sembrar células madre o pluripotenciales del paciente y reconstruirlo,
para que éste pueda ser trasplantado, aboliendo el rechazo inmunoldgico (Fu et al.,
2014; Welman et al., 2015). El desarrollo de las técnicas de descelularizacién permite
que érganos complejos puedan descelularizarse para conservar los componentes de

la MEC, necesarios para promover una nueva adhesién celular, migracion,
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La Prolactina modifica la permeabilidad de la Barrera
Hematoencefalica en un modelo in vitro
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La barrera hematoencefélica (BHE) esta constituida por las uniones estrechas entre las
células endoteliales y controla el intercambio bidireccional. Los mecanismos por los
cuales se regula la funcion de la BHE, asi como la participacion de los componentes
celulares de la unidad neurovascular sobre estos, aun no es del todo claro. En este
sentido, la prolactina (PRL) podria ser considerado como un modulador de la unidad
neurovascular, debido a que estudios in vitro muestran que esta hormona pituitaria
tiene la capacidad de aumentar la proliferacion de células endoteliales de la vena
umbilical bovina y aumentan la expresion de proteinas de uniones estrechas (claudina-
5 y ocludina) en monocapas de endotelio cerebral bovino disminuyendo su
permeabilidad. Por otra parte, la PRL disminuye la permeabilidad del epitelio mamario
in vivo. Sin embargo, los efectos de la PRL en la regulacién de la permeabilidad de la
BHE en el contexto de la unidad neurovascular todavia no han sido caracterizados. Por
lo cual, en este trabajo investigamos el efecto de diferentes concentraciones de PRL
(0.1, 1,10, 50 y 100 nM) sobre la permeabilidad de células endoteliales de microvasos
cerebrales (MBEC) en co-cultivo con astrocitos corticales en insertos Transwell como
modelo in vitro de BHE. Los cambios en la permeabilidad transendotelial y paracelular
se determinaron midiendo la resistencia eléctrica transendotelial (TEER) y el paso de
dextrano acoplado a fluoresceina (FITC), respectivamente. La PRL aumento
significativamente la resistencia eléctrica transendotelial de una manera transitoria y
dependiente de la concentracién, alcanzando su efecto maximo entre los 5 y 10
minutos pos-tratamiento y regresando al estado basal a los 20 minutos. En
concordancia, la PRL disminuyd significativamente la permeabilidad paracelular
reduciendo el paso de dextrano-FITC en las temporalidades evaluadas. Estos
hallazgos muestran que la PRL es capaz de regular la permeabilidad de la BHE in vitro,
y sugieren que la PRL podria tener un papel importante en el mantenimiento de la
correcta funciéon de la BHE en condiciones fisiolégicas y patoldgicas, colocando a la
PRL como un posible blanco terapéutico en padecimientos donde la permeabilidad de
la red microvascular cerebral estd comprometida.
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El higado es el 6érgano encargado de procesar los componentes que viajan a través
de la sangre para todo el organismo, y su parénquima (los hepatocitos) es el principal
tipo celular en llevar a cabo tales funciones. Los hepatocitos se encuentran bien
organizados en cordones dentro de la unidad funcional del higado, el lobulillo
hepatico, y a través del lobulillo cada hepatocito tiene una funcién especifica. No se
conoce bien como, en ese microambiente, se tiene un control de diferentes fenotipos
metabdlicos. Sin embargo, se sabe que en éste oOrgano, la rigidez de la matriz
extracelular es esencial para que se mantengan sus funciones celulares. Es muy
probable que las propiedades mecanicas del tejido dentro del lobulillo hepatico
también esté jugando un papel en la estructuracion fenotipica y funcional del lobulillo.
Anteriores estudios muestran que cambios en la rigidez activan cascadas de
sefalizacion que dan como resultado la reorganizacion del citoesqueleto, que esta
estrechamente relacionada con el esparcimiento de las células (spreading). Asi
mismo, se sabe que la dinamica del citoesqueleto de actina regula la localizacion
subcelular de algunos factores y cofactores transcripcionales. Los cultivos primarios
de los hepatocitos presentan la pérdida gradual del fenotipo diferenciado lo que limita
el uso de los hepatocitos para pruebas in vitro. El presente trabajo busca preservar
fenotipo y funcion de los hepatocitos primarios, mediante la utilizacion de sustratos de
rigidez controlada (hidrogeles de poliacrilamida -PAAM-) , para evaluar como estos
cambios de rigidez influyen en la actividad mitocondrial, asi como conocer si existe
una relacidn directa de los cambios de la rigidez del sustrato con la activacion
diferencial de los cofactores transcripcionales mecanosensibles YAP, TAZ, MRTF Ay
MRTF B, relacionados con cambios morfolégicos (spreading). Se recubrieron
cubreobjetos con colagena tipo | y se fabricaron hidrogeles de PAAM mediante la
polimerizaciéon de acrilamida 40% y bis-acrilamida 2%, entrecruzados con persulfato
de amonio (APS) y TEMED, en los cuales se fijo colagena tipo | usando el método de
entrecruzamiento con el uso de Irgacure 2959 y acido acrilico NHS-esterificado.
Dénde posteriormente se cultivaron los hepatocitos primarios, los cuales se aislaron
por el método de digestidon enzimatica por colagenasa y separacion de los hepatocitos
por gradiente de Percoll. Resultados preliminares muestran que la actividad
mitocondrial se ve disminuida con el paso del tiempo del cultivo celular, y por otro
lado, los hepatocitos muestran un aumento en su esparcimiento en sustratos con
mayor rigidez, asi como una localizacion subcelular nuclear de las proteinas
YAP/TAZ.
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NUTRIGENOMICA DEL BORO: MECANISMOS DE SENALIZACION
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Desde el punto de vista nutricional, el Boro (B) es un nutrimento esencial, el cual se ha vinculado como
elemento bioactivo con ventajas metabdlicas como las siguientes: funcion del sistema nervioso central,
metabolismo mineral y 6seo, sintomas artriticos, disminuye el riesgoo de algunos tipos de cancer,
cicatrizacion de heridas, metabolismo energético, facilita la accion hormonal, entre otros. (- 3.9

A la fecha el B es uno de los elementos mas estudiados, particularmente con relacion a su importancia en la
nutricion humana.) y la manera de administrarlo es por medio de acido bdrico, si bien se considera que de
manera natural se adquiere principalmente de frutas, vegetales y algunos productos de origen animal®.

Sin embargo, los mecanismos por los que ejerce los efectos bioldgicos reportados son escasos; tanto en
plantas como en animales, el boro es capaz de foomar enlaces puentes di-€steres con grupos cis-diol.
Basado en ello, existe evidencia de que los complejos modifican la manera en que actian algunas
enzimas, por ejemplo, las que propician la hidroxilacion de la vitamina D hasta su forma activa, el Calcitriol.
“ Reaccion que ocurre en las mitocondrias de las células renales que requiere ademas de la presencia del
oxigeno, magnesio, NADPH y el citocromo P450. )

Adicionalmente, en este trabajo se compilaron evidencias de interaccion de moléculas boradas con
minerales como el calcio, el magnesio, iodo y otras formas de hormonas esteroideas, o de la capacidad de
modular sus funciones. ® Adicionalmente, existe evidencia de trabajos que sugieren su actividad al menos
moduladora sobre receptores acoplados a proteinas G o canales idnicos que pueden ayudar a entender los
fendmenos bioldgicos recientemente reportados que potencialmente confieren proteccion contra algunas
enfermedades de alto impacto en la humanidad, como las cardiovasculares, neurodegenerativas y
neoplasias.

CONCLUSION

La informacion cientifica existente sugiere que la ingestion dietética de B tiene impacto sobre vias
metabdlicas esenciales para la prevencion de algunas enfermedades. Los mecanismos por los que puede
actuar van mas alla de la accion reportada sobre algunas enzimas.
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Participacion de CD43 en la regulaciéon de la muerte celular en linfocitos T.
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La sialomucina CD43 es una proteina transmembranal tipo |, abundantemente expresada en todos
los leucocitos y numerosas células tumorales linfoides y no linfoides. CD43 regula multiples
funciones, como son adhesion, activacion, proliferacion, sobrevida y apoptosis. Acorde a lo anterior,
el analisis protedmico realizado por nuestro grupo con linfocitos T CD4+ aislados de sangre periférica
reveldé que en respuesta a las sefales de CD43 y del TCR se regulan proteinas que participan en
proliferacion, metabolismo celular (en particular via del glicdlisis), rearreglos del citoesqueleto y
control de la muerte celular. El objetivo de este trabajo fue identificar algunos de los eventos
moleculares que participan en la regulacién de la muerte celular dependientes de las senales
proporcionadas por CD43.

Para evaluar la participaciéon de CD43 en la regulacidon de la muerte celular, empleamos un modelo
de células Jurkat silvestres (JCD43+) o mutantes que no expresan CD43 (JLN), células JLN
reconstituidas con CD43 silvestre (JLNCD43+) o con una mutante de CD43 que expresa el dominio
extracelular pero que carece del dominio intracelular de CD43 (JLNCD43AIC), o bien linfocitos T
humanos. Alternativamente, empleamos células derivadas de un hibridoma murino de linfocitos T
(By155.16) transfectado con hCD43wt o bien con hCD43AIC. De una manera general, encontramos
que en respuesta a las sefales de PMA/IONO o del TCR, o bien las sefiales de estrés (falta de
nutrientes) la expresion de CD43 protege a las células de la muerte y que la expresion de la forma
trunca de CD43 resulta ser mas deletérea que no expresarla. Nuestros resultados muestran también
una expresion diferencial de proteinas involucradas en la regulacion de apoptosis, dependiente de la
ausencia o presencia de CD43 (CD43wt o CD43AIC). Particularmente, las superdxido dismutasas
(SODs) aumentan o disminuyen en condiciones basales de acuerdo a la expresién de CD43. Por
otra parte, tras la activacion con TCR-CD28 o PMA/IONO, la expresién de CD43 modula la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS). La presencia de isoformas especificas de
SODs en distintos compartimentos celulares destaca un control estricto de la homeostasis de las
ROS, dado que aceleran la formacién de peroxido de hidrégeno y oxigeno a partir del anién
superoéxido. En conjunto, estos resultados indican que la presencia de CD43 protege a las células de
la muerte en condiciones de activacion y/o estrés, y que en este proceso interviene una estricta
regulacion de los niveles de ROS.
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Caracterizaciéon fenotipica del nematodo Caenorhabditis elegans
crecido en dietas altas en lipidos.

Cintia Soltero Echauri, Ana Elena Peredo Escarcega, Martha Elva

Pérez Andrade, Juan Miranda Rios'.
Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM. Unidad de Genética de la
Nutricion, Instituto Nacional de Pediatria.

"Av. De la IMAN #1, 4° Piso, Ciudad de México. C.P. 04530. Tel. 5622-64-23.
riosjuanm@biomedicas.unam.mx

Actualmente se han realizado diversos estudios sobre como la nutricion afecta el
desarrollo, mantenimiento y la longevidad de los organismos. C. elegans es un
organismo capaz de proveer una vision integrada del comportamiento de la
alimentacion. Se sabe que el ayuno promueve la longevidad, asi mismo se ha
estudiado que la suplementacién con glucosa reduce la esperanza de vida y la
reproduccion de este nematodo, sin embargo poco se ha reportado del impacto de
los lipidos en este organismo. El acido palmitico es un acido graso saturado de 16
carbonos siendo uno de los mas abundantes en la dieta, se ha reportado que
induce resistencia a la insulina en mamiferos por medio de tres mecanismos;
aumentando la sintesis de complejos lipidicos nocivos, deteriorando la funcion de
organulos celulares y encendiendo mecanismos de inflamacion, debido a que C.
elegans presenta conservada la via de sefalizacion de la insulina, dichos
mecanismos podrian tener un impacto sobre el desarrollo, la calidad de vida y la
longevidad de este organismo. De acuerdo a lo anterior el objetivo del presente
trabajo es “Estudiar el efecto de dietas altas lipidos en el crecimiento, reproduccion
y longevidad del nematodo Caenorhabditis elegans”.
La metodologia experimental es la siguiente:
Cultivo de C. elegans y sincronizacion: La cepa N2 se crecio en cajas con NGM a
18°C, alimentados con E. coli OP50 y colesterol. Los gusanos gravidos fueron
lisados para obtener sus huevecillos sincronizados. Las larvas L1, se sembraron
en cajas con condiciones: Control, Acido Palmitico (0.25, 0.50 y 1.0 mM).
Determinacion de la longitud y area de los gusanos: Los gusanos en etapa L4
crecidos en las diferentes condiciones se colocaron en la camara de Neubauer
con una gota de azida de sodio al 10% y fueron fotografiados, sus dimensiones
fueron determinadas con el programa image J.
Ensayo de longevidad: Se tomaron 100 larvas en estadio L4 de cada condicion de
crecimiento, se contaron y se pasaron a cajas nuevas diariamente a partir del
primer dia de su etapa adulta.
Cuantificacién de la progenie: Se tomaron 25 larvas en estadio L4 de cada
condicion de crecimiento, se colocaron en cajas individuales y fueron cambiadas
de caja diariamente desde el primer dia de adulto hasta el cuarto dia. Se
cuantificaron las larvas y los huevecillos que colocé cada gusano adulto en cada
caja.

De manera interesante, en nuestros ensayos se encontré que la longevidad de los
nematodos se vio extendida de manera dosis dependiente, sin embargo poco se
sabe sobre la calidad de vida que presentan estos gusanos adultos, por lo que se
pretenden realizar diversos estudios para determinar esta condicion.
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Durante la embriogénesis, la via candnica de Wnt regula varios procesos
fundamentales para el desarrollo del sistema nervioso central (SNC). Esta via se
encuentra altamente conservada en los distintos phyla animales y, en vertebrados,
se ha observado que también participa en la regeneracién del axén y su
remielinizacion luego de presentarse diversos tipos de lesiones en el nervio 6ptico
y la médula espinal. Por este motivo, es posible que la activacién o inactivacién de
la via de Wnt en otras estructuras del SNC tenga el potencial de inducir su
regeneracion con fines terapéuticos. Sin embargo, la baja capacidad
neurorregenerativa de los vertebrados hace complicado el estudio in vivo del papel
que puede jugar esta via durante la regeneracion. Lumbriculus variegatus
(Annelida: Clitellata) es una lombriz acuatica que tiene la capacidad de regenerar
por completo tanto la parte anterior como la parte posterior del cuerpo al ser
transectada, incluyendo el cordon nervioso ventral y el cerebro. Para esto, luego
de presentarse una lesién, la herida es rapidamente ocluida, se forma un blastema
de células desdiferenciadas en el sitio de la lesion, estas células proliferan, se
diferencian y, al cabo de un par de semanas, restituyen los tejidos perdidos. Con
la intencion de determinar si la via de Wnt participa en la regeneracion del SNC de
L. variegatus, en este trabajo llevamos a cabo un analisis transcriptomico en el
cual comparamos los niveles globales de expresidon génica entre lombrices
regenerantes previamente transectadas y lombrices no transectadas. Entre los
principales hallazgos, identificamos algunos componentes de distintas vias de
senalizacion sobrerrepresentados en las condicion regenerante. Particularmente,
en el caso de la via de Wnt, encontramos ocho genes de Wnt y otros
componentes de la via expresandose durante el proceso de regeneracion. Estos
primeros resultados dan la pauta para llevar a cabo hibridaciones in situ y
ensayos de silenciamiento de la expresion para analizar qué papel juega la via de
Wnt durante la regeneracion del SNC.
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El acido palmitico y el incremento en la expresion de la proteina RGS2
disminuyen la migracién celular, mientras que el incremento en la expresién de
la proteina SERCA incrementa la migracion en un modelo celular de epitelio

renal
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En las ultimas décadas cambios rapidos en los estilos de vida han provocado un alarmante
incremento en la prevalencia de obesidad, asi como de las complicaciones asociadas a este estado
patolégico (1). Las personas obesas tienen un riesgo incrementado de desarrollar hipertension,
cardiopatias, resistencia a la insulina, diabetes mellitus tipo 2 y enfermedad renal (1). A nivel renal,
el exceso de acidos grasos saturados promueve una respuesta inflamatoria, que de no ser
contrarrestada favorece al dafio de la barrera de filtracion glomerular renal (2). La albuminuria
(sobre-excrecion urinaria de albumina) se ha constituido como el marcador clinico principal para
detectar nefropatia, en el mismo contexto, se ha demostrado que el control metabdlico reduce la
albuminuria (3), sin embargo, el mecanismo asociado a la recuperacion del dano renal aun no se
ha resuelto. Uno de los mecanismos mas conocidos de reparacion tisular es la migracién de células
epiteliales (4), por tal motivo, determinar los mecanismos que pueden alterar la migracion celular
ayudara a encontrar posibles blancos terapéuticos para contrarrestar la insuficiencia renal.

En un trabajo previo demostramos que el acido palmitico induce la disminucién en la expresion de
la bomba de calcio SERCA (proteina integral de la membrana del reticulo endoplasmico encargada
de mantener la homeostasis de calcio), esta alteracion favorecié la instauracion del estado de
resistencia a la insulina en un modelo de células endoteliales (5). Por otro lado, Nunn et al,
reportaron que ratones alimentados con dieta alta en acidos grasos saturados incrementaron la
expresion de la proteina RGS2 (regulador 2 de la sefial de las proteinas G), el incremento en la
expresion de esta proteina se ha asociado a una disminucién del metabolismo basal (6).

Por todo lo anterior, en el presente trabajo, estudiamos el efecto de las incubaciones de &cido
graso saturado palmitico en un modelo de células de epitelio renal (HEK 293), con la finalidad de
determinar si la lipotoxicidad induce alteraciones en la migracion celular, asi como alteraciones en
expresion de las proteinas SERCA y RGS2, esto con la finalidad de analizar una probable
asociaciéon de estas tres variables.

Interesantemente, nuestros resultados muestran que la incubacion con el acido graso saturado
palmitico durante 24 horas en las células HEK 293 indujo la disminucién de la migracion celular,
este efecto se encontr6é asociado con una disminucién en la expresion de la proteina SERCA; sin
embargo, la expresion de la proteina RGS2 se encontré incrementada. Al intentar resolver si la
expresion de las proteinas SERCA y RGS2 mostraba asociacion con las alteraciones de la
migracion celular, realizamos la transfeccion de ambas proteinas en nuestro modelo celular;
nuestros resultados muestran la sobreexpresiéon de SERCA incrementa la migracion celular,
mientras que la sobreexpresién de la proteina RGS2 la disminuye.

Lo anterior muestra que el acido palmitico induce disminucién en la migracion de células de epitelio
renal al favorecer el incremento en la expresion de la proteina RGS2 y la disminucion en la
expresion de la proteina SERCA.
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Introduccion

La segunda causa de muerte por razones oncologicas en la mujer es el cancer del cuello uterino
en México y la cuarta causa en todo el mundo Las lineas celulares de cancer cervicouterino de
VPH18" HeLa e INBL expresan el receptor para IL-2 a diferencia de las células cervicales
normales que no lo expresan, por lo cual esta citocina nos permite conocer su rol en el desarrollo
en este tipo de cancer. Se ha descrito que la IL-2 induce autofagia en diversos 6rganos, ademas
nuestro equipo de trabajo demostro que el estimulo con altas dosis de IL-2 en células de cancer
de cérvix no resulta en muerte, por lo cual es un blanco para poder determinar si las células de
cancer de cérvix utilizan el proceso de autofagia como un mecanismo de sobrevivencia.

Metodologia

Las lineas celulares HeLa e INBL fueron tratadas con 100Ul/ml de IL-2 durante diferentes
periodos de tiempo; su proliferacién se analizé mediante la técnica de cristal violeta, asi como
observacion morfoldgica con microscopia de campo claro. Se determiné la presencia de LC3b
mediante citometria de flujo en un citdmetro FACSAria Il de BD. Se analiz6 la expresion de los
genes implicados en la autofagia ATGS, Beclina-1 y LC3B mediante PCR punto final. Se analizo
la presencia de LC3b en autofagosomas en microscopio confocal Leica.

Resultados y discusion

El tratamiento con 100 Ul/ml de IL-2 induce una disminucion en la proliferacion de las lineas
celulares HeLa e INBL; ademas, genera cambios morfolégicos y un aumento en el tamano
celular. Nuestros resultados muestran que IL-2 induce cambios en la expresion de los genes
implicados en el proceso de autofagia ATGS5, BECLINA 1 y LC3B. Cuando se analizé la
presencia de LC3b en las células tratadas con IL-2 se observan focos de fluorescencia que
corresponden a la acumulacién de LC3b, en comparacion con las células sin tratamiento en las
que se observa la proteina LC3b dispersa en el citoplasma de las células.

Conclusién

Nuestros resultados muestran que el tratamiento con 100 Ul/ml de IL-2 disminuye la
proliferacion, modifica la expresion de genes relacionados con autofagia, asi como la formacion
de autofagosomas en las células de cancer de cérvix, lo cual sugiere que induce autofagia. Se
ha demostrado que la cadena gama del receptor para IL-2 tiene un papel central en la
sobrevivencia de linfocitos T y fibroblastos al activar la autofagia. Es posible especular, dado
que las células HelLa e INBL expresan la cadena gama del receptor para IL-2, que esta citocina
es responsable de la induccién de autofagia para la sobrevivencia de las células de cancer de
CErvix.

Proyecto apoyado por PAPIIT (IN222218), DGAPA, UNAM.
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Estudio del papel de p53 y sus mutantes en la modulacién del
sefnalamiento candnico de la via Wnt

Eduardo Alvarado-Ortiz'-? (eduralv.o@gmail.com), Elizabeth Ortiz-Sanchez,?
Alejandro Garcia-Carranca.?

'"Programa de Maestria en Ciencias Bioldgicas, Universidad Nacional Auténoma
de México; 2Subdireccion de Investigacion Basica, Instituto Nacional de
Cancerologia, Secretaria de Salud, 3Laboratorio de Virus & Cancer, Unidad de
Investigacion Biomédica en Cancer, Instituto de Investigaciones Biomédicas,
Universidad Nacional Auténoma de México & Instituto Nacional de Cancerologia,
Secretaria de Salud. Ciudad de México, México.

Resumen. La regulacion de la homeostasis celular esta basada en la integracion
de diferentes vias de sefalizacion, la via Wnt es una de ellas y su desregulaciéon
contribuye al desarrollo de diferentes tipos de enfermedades como el cancer. La
activacion canodnica de la via Wnt radica en regular los niveles, estabilidad y
localizacion de B-Catenina. Es bien conocido que la progresion maligna es
consecuencia de la activacion de oncogenes y la pérdida en la funcionalidad de
genes supresores de tumores, en este sentido se ha reportado que p53 es uno de
los genes mas frecuentemente mutados en los diferentes tipos de cancer y mas
aun, la presencia de algunas mutaciones pueden contribuir de manera importante
a favorecer la activacion de vias oncogénicas. Por ello, el objetivo del presente
trabajo es entender los mecanismos en que p53/p53-Mut pueden regular la
activacion de la via Wnt dependiente de B-Catenina. Para ello, empleamos como
modelo de estudio la linea celular H1299 (nula para p53), y realizamos ensayos de
sobreexpresion de p53-Wt y p53-R175H/p53-R273H (p53-Mut). Observamos que
existe una regulacién negativa por parte de p53-Wt sobre elementos de activacion
de la via candénica Wnt, particularmente -Catenina y el co-receptor LRP6, y que
este mecanismo puede ser atribuido de manera especifica a la inducciéon de miR-
34a. El efecto de la sobreexpresion de p53 fue evaluado también en esta linea
celular, en un modelo de esferas. En esta condiciones observamos una
disminucién en la forma activa de GSK3-f (Y216), un incremento en la actividad
TCF/LEF, asi como de un incremento en la actividad enzimatica ALDH, un
marcador asociado a la troncalidad. De manera interesante, en este modelo
observamos que la sola presencia de p53-Mut promueve una ganancia de funcion
que favorece la inactivacion de GSK3-B por su fosforilacion en la Ser9. La
inhibiciéon farmacolégica de la via PI3K/AKT sugiere que el efecto de p53-Mut es
regulado por AKT. Nuestros resultados destacan la importancia de p53-Wt y la
ganancia de funcién de p53-Mut en la regulacién de vias de sefalizacion
asociadas a la progresion oncogeénica.

Agradecimientos: CONACYT (0253804, to AG-C) e INCan.
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A novel apoptosis suppressor in C. elegans

Marti Cadena Sandoval'-2, Elizabeth Veal®" and Kathrin Thedieck'24.".

"Laboratory of Pediatrics, Section Systems Medicine of Metabolism and Signaling,
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2Institute of Biochemistry and Center for Molecular Biosciences Innsbruck, University
of Innsbruck, Innsbruck, Austria.
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Throughout evolution organisms have developed intricate mechanisms to cope with

environmental stresses and to prevent cellular death.

To gain deeper insight into stress-related survival, we characterized the function of a

stress-related gene in Caenorhabditis elegans. While we did observe protein

localization changes upon stress, we surprisingly discovered a more general role in

apoptosis suppression in the germline. Thus, we report a new regulator of apoptosis

in C. elegans.

Versiéon en espanol

Alo largo de la evolucién cada organismo ha desarrollado mecanismos complejos que

le permiten contrarrestar el estrés ambiental y prevenir la muerte celular.

Para profundizar en el conocimiento sobre |la supervivencia relacionada con el estrés,

hemos caracterizado la funcién de un gen vinculado con el estrés en Caenorhabditis

elegans. Sorprendentemente, ademas de haber observado que la localizacion de la

proteina cambia con el estrés, también hemos descubierto un papel mas general para

este gen: el de supresor de apoptosis en la linea germinal. Asi, este trabajo reporta

un nuevo regulador de apoptosis en C. elegans.
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El factor HIF-2a juega un papel crucial en la promocién de
supervivencia y generacion de resistencia a tratamiento en
células de cancer de colon.

Maria Cristina Castafieda Patlan, Abril Saint Martin y Martha Robles
Flores. Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina, UNAM.
C.P. 07510. Tel. (55) 56232258. email:rmartha@unam.mx

La hipoxia es un componente caracteristico del microambiente tumoral. Los
factores transcripcionales inducidos por hipoxia (HIFs) son mediadores esenciales
de las rutas de senalizacion sensibles a oxigeno que regulan multiples fases de la
tumorigénesis como la reprogramacion metabdlica tumoral, promocion de
eritropoyesis, angiogénesis, resistencia a apoptosis, invasion y metastasis. En los
ultimos anos se ha demostrado que tanto HIF-1a como HIF-2a estan involucrados
en la promocion de resistencia a radioterapia y quimioterapia en varios tipos de
cancer, sugiriendo que la interferencia en la funcion de los HIFs podria ser
importante para revertir la resistencia a muerte de las células malignas.

En este trabajo nos enfocamos en analizar los efectos del bloqueo de la expresion
de HIF-1a o de HIF-2a en la induccidon de autofagia y en la resistencia a muerte
inducida por diferentes tipos de estrés, utilizando como modelo lineas celulares
de cancer de colon y cultivos primarios derivados de biopsias de pacientes con
cancer de colon.

Encontramos que las células malignas del colon exhiben niveles elevados de
autofagia y de expresion de HIFs en condiciones de normoxia, en comparacion con
células no malignas. El bloqueo de expresion de HIF-1a o de HIF-2a per se
incrementan tanto la autofagia como la muerte por apoptosis de las células,
indicando que la supervivencia de células cancerosas es dependiente de HIFs.
Importantemente, demostramos que HIF-2a, pero no HIF-1a, solo o en combinacion
con inhibidor de autofagia, promueve ademas resistencia de las células cancerosas
a estrés nutricional y a estrés citotoxico inducido por diferentes farmacos, tanto in
vitro como in vivo. Pero nuestro hallazgo mas sobresaliente fue el demostrar en
cultivos primarios derivados de biopsias de pacientes con estadios clinicos
avanzados de cancer de colon, que el bloqueo especifico de HIF-2a, ya sea con
inhibidor especifico o con el silenciamiento de su expresion, revierte su resistencia a
agentes citotéxicos, mostrando que efectivamente, el bloqueo de HIF-2a, solo o
combinado con quimioterapia, es una promesa efectiva en el tratamiento del cancer
de colon.
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Posible participacion de Siah en la expresion de genes blanco de HIF-2a a través
de la regulacién de los niveles de FIH en un modelo de carcinogénesis renal in
vivo
Patricia Curiel-Mufiz, José Solano, Francisco Aguilar-Alonso, Telma Pariente-Pérez,

Maria Elena Ibarra-Rubio*.

Departamento de Biologia, Edificio F, Laboratorio 225, Facultad de Quimica, UNAM,
México, CDMX, 04510. Tel. (55)56223869, qfbpatriciacuriel@hotmail.com,
meir@unam.mx*

El carcinoma de células renales (CCR) tiene una alta mortalidad ya que, entre otros problemas, es
asintomatico y no hay marcadores tempranos especificos, por lo que el diagndstico inicial ocurre con
frecuencia en etapas avanzadas, lo que hace que el estudio de sus primeras fases practicamente sea
imposible. EI modelo de CCR inducido por nitrilotriacetato de hierro (FeENTA) es una herramienta util
para analizar eventos biolégicos en diferentes puntos del proceso de carcinogénesis. Previamente
hemos reportado que se generan diferentes etapas tempranas de carcinogénesis después de uno y
dos meses de tratamiento y que los tumores experimentales y de humanos son histologicamente
idénticos.

La alteracibn mas comun que se presenta en éste CCR es la pérdida de la funcién de la proteina VHL
(70-80%) (debido a mutaciones o silenciamiento epigenético), que es una ubiquitin ligasa y es la
principal reguladora de la degradacion de HIF en condiciones de normoxia. Sin embargo, en el resto de
los casos no se encuentran alteraciones en esta proteina, pero aun asi estan aumentados los niveles
proteicos y de RNAm de HIF. Interesantemente, en los tumores inducidos por exposicion a FeNTA se
ha reportado que el gen de VHL no estd mutado, y resultados de nuestro laboratorio indican que no se
alteran los niveles de la proteina en etapas tempranas ni en los tumores, lo que sugiere la participacion
de otro(s) mecanismo(s) que regulan los niveles de HIF.

En nuestro laboratorio no se encontraron cambios en los niveles renales de HIF-2a en el primer mes,
mientras que, a los dos meses y en tejido neoplasico incrementaron en extractos totales y en la fraccidon
nuclear. Lo anterior coincide con el aumento de los niveles de ARNm de VEGF a los tres tiempos
estudiados, por lo tanto, posiblemente HIF-2a se une al promotor de VEGF e induce su expresion.
Ademas, los niveles de proteina FIH disminuyeron; sin embargo, su ARNm no cambid en ninguna etapa
de nuestro modelo experimental. Por lo tanto, la regulacion FIH parece ocurrir a un nivel
postraduccional.

Se ha descrito que Siah-1 es una ubiquin-ligasa que se encarga de marcar a FIH para su degradacion y
no se encontraron cambios en sus niveles después de un mes de tratamiento, sin embargo a los dos
meses y en los tumores aumentan, lo que correlaciona con la disminucién en los niveles de FIH.

Por lo anterior, se considerd de gran interés analizar la posible asociacion de Siah-1/FIH en diferentes
etapas del modelo de carcinogénesis renal inducida con FeNTA.

Se observé que Siah-1 co-inmunoprecipita con FIH en los grupos tratados con el carcinégeno a los tres
tiempos estudiados. Esta asociacion sugiere que Siah-1 podria estar ubiquitinando a FIH,
inactivandola, y esta sea la razén al menos en parte, del aumento de los niveles de HIF y de la
expresion de sus genes blanco.

En conclusion, nuestros resultados apuntan a Siah-1 como responsable, al menos en parte, de la
disminucién de los niveles de FIH y una causa probable del incremento de HIF-2a desde las primeras
etapas de la carcinogénesis renal experimental hasta el mantenimiento del tumor.

Apoyado por: UNAM-DGAPA-PAPIIT IN-228716, CONACyYT 284155 y FQ-PAIP 5000-9109
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Mecanismos intracelulares en la antinocicepcion conductual inducida por
la administracion espinal de oxitocina en ratas

Espinosa de los Monteros-Zuiiga Antonio, Martinez-Lorenzana Guadalupe, Condés-Lara
Miguel, Gonzalez-Hernandez Abimael

Departamento de Neurobiologia del Desarrollo y Neurofisiologia, Instituto de Neurobiologia,
UNAM Campus Juriquilla, Querétaro, México

Boulevard Juriquilla 3001, Jurica Acueducto, Instituto de Neurobiologia UNAM Campus
Juriquilla, Laboratorio B16, Querétaro, Querétaro, México. Cp. 76230; Tel. 5536629249,
Correo electrénico: antonioespinosag@gmail.com

La inyeccion intratecal (i.t.) de oxitocina (OXT) inhibe la nocicepcion. En humanos, la
administracion epidural de OXT tiene efectos analgésicos. Estos hallazgos enfatizan el papel
de la OXT como un potencial agente analgésico, sin embargo, los mecanismos intracelulares
a través de los cuales ejerce su efecto se desconocen. El presente estudio de nocicepcion
conductual en ratas Wistar macho pretendid dilucidar a través de experimentos
farmacoldgicos las principales vias intracelulares que se reclutan cuando se administra OXT
a nivel espinal.

Usando la prueba de la formalina (inyeccion s.c. de 50 ul de 1% de formalina en el dorso de
la pata posterior) se evaluaron los mecanismos involucrados en el efecto antinociceptivo de
la OXT (10 nmol, i.t.). Esta prueba induce una respuesta inmediata (0-1 h; sacudidas de pata)
y una respuesta tardia (3-30 dias; hipersensibilidad mecanica).

La administracion de OXT disminuyd el comportamiento nociceptivo inmediato y tardio
inducido por la formalina, ambos efectos bloqueados por el L-368,899 (antagonista del OTR).
El efecto antinociceptivo inmediato de la OXT fue también revertido por el U-73122 (inhibidor
de la fosfolipasa C, PLC), L-NAME (inhibidor de la enzima éxido nitrico sintasa, NOS), ODQ
(inhibidor de la enzima guanilato ciclasa, GC) y glibenclamida (bloqueador de los canales de
Katp), pero no por la toxina pertussis (inhibidor de proteinas Gai) o galeina (inhibidor de las
subunidades Gp/y). Por otra parte, el efecto antinociceptivo tardio de la OXT fue revertido por
pertussis o galeina mas no por el U-73122 o el L-NAME.

Estos datos sugieren que la antinocicepcién inmediata y tardia de la OXT se lleva a cabo por
dos cascadas intracelulares distintas, mediadas por la activacion del OTR. El efecto
antinociceptivo inmediato a través de la via PLC-NO-GMPc-K*atp mientras el efecto tardio a
través del reclutamiento de proteinas Gai asi como de las subunidades Gpy.
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Proteinas de Symbiodinium que son fosforiladas en treonina en
respuesta a la luz.

Tania Islas-Flores, Raul E. Castillo-Medina, Rubén F. Baeza-Gémar, Marco A.
Villanueva.

Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia, Unidad Académica de Sistemas
Arrecifales, Universidad Nacional Autobnoma de México-UNAM.

Prol. Avenida Nifos Héroes S/N, C.P. 77580 Puerto Morelos, Q. Roo, México.
Email: marco@cmarl.unam.mx

Los organismos fotosintéticos poseen mecanismos de regulacién muy variados para
adaptarse a distintas condiciones ambientales, tales como su exposicion a la luz, a
la cual responden incluso a cambios sutiles. Symbiodinium sp., un dinoflagelado
fotosintético que establece relaciones simbidticas con diversos invertebrados
marinos tales como los cnidarios, posee un sistema sofisticado de regulacion en
respuesta a diversos estimulos de luz. Dentro de los mecanismos de respuesta en
Symbiodinium a dichos estimulos de Iluz, se llevan a cabo
fosforilaciones/desfosforilaciones de proteinas para mediar las respuestas
especificas, tales como la fotosintesis, la reorganizacion del cloroplasto, la
regulacion de la expresidn de genes, etc. Con el objetivo de identificar las proteinas
que se fosforilan en respuesta a la luz en Symbiodinium, se llevé a cabo un analisis
por western blot con anticuerpos anti-fosfotreonina de extractos de proteinas de
Symbiodinium microadriaticum en las primeras horas de exposicion a la luz del ciclo
de luz y obscuridad. De esta manera se detecté un patrén de proteinas fosforiladas
en treonina a las 2 h de iniciado el ciclo de luz, del cual destacaron dos proteinas
por su nivel de fosforilacion, una de 29 kDa y otra de 41 kDa. La proteina de 29 kDa
se encontré en la fraccion soluble de 20,000 x g y la de 41 kDa fuertemente asociada
a la fraccidon insoluble correspondiente. Por medio de una cromatografia de
intercambio anidénico y subsecuente separacion por isoelectroenfoque y SDS-
PAGE, se aislé6 la proteina de 29 kDa para secuenciarla y determinar su identidad.
La respuesta a la fosforilacion de estas fosfoproteinas es muy probable que tenga
consecuencias fisioldgicas derivadas del estimulo de luz en Symbiodinium. Por lo
tanto, su identificacion y caracterizacién son de suma importancia para entender los
mecanismos de senalizacion que utiliza este dinoflagelado fotosintético para su
respuesta fisioldgica a los cambios luminicos en su entorno.

Apoyado por los proyectos IN-203718 de PAPIIT DGAPA-UNAM y 285802 de
CONACVyT.
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IMMUNEPOTENT-CRP: Extracto dializable induce apoptosis
selectiva en células de leucemia linfocitica aguda de células T

Helen Yarimet Lorenzo-Anota'2 Daniel Scott-Algara?, Cristina Rodriguez-
Padilla’, Ana C. Martinez-Torres™*.

'Laboratorio de Inmunologia y Virologia Facultad de Ciencias Biologicas;
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(81) 83 29 40 00 Ext. 6424.

2 Laboratorio de Biologia celular en linfocitos; Instituto Pasteur; Paris, Francia.

ana.martinezto@uanl.edu.mx

La leucemia linfocitica aguda (LLA) es la causa de mortalidad mas comun de
cancer hematoldgico en infantes, la progresién maligna se debe a la evasion del
sistema inmunoldgico (Sl). Las inmunoterapias son tratamientos que usan al Sl del
paciente para combatir multiples enfermedades, y recientemente se ha utilizado
como terapia adyuvante para distintos tipos de cancer. E| IMMUNEPOTENT-CRP
(I-CRP) una inmunoterapia desarrollada en el Laboratorio de Inmunologia y
Virologia ha mostrado actividad antitumoral en distintos tipos de células
cancerosas Yy capacidad quimioprotectora e inmunomoduladora en distintas
poblaciones celulares del Sl. Por ello, en este proyecto se analizé la capacidad
citotéxica y el mecanismo de muerte celular del I-CRP en células tumorales
derivadas del S| (Molt-4, LLA-T). Esta investigacion demostré de forma in vitro
que el I-CRP no comprometen la viabilidad de las células sanas, induciendo
muerte celular regulada (MCR) selectiva en células leucémicas Molt-4. Al analizar
el mecanismo de citotoxicidad se observé que el I-CRP induce un aumento masivo
en la produccién de ROS, los cuales orquestan sefales intracelulares que dirigen
a la célula a MCR. La cual involucra dafio mitocondrial incluyendo; la pérdida del
potencial de membrana mitocondrial y la modulacion de proteinas pro y anti
apoptoticas; también alteraciones nucleares; dafio y degradacion del ADN,
expresion de p53 y arresto del ciclo celular. Este mecanismo, induce la activacion
de caspasa-3 y la formacion de autofagosomas pro-supervivencia. En conclusion,
el mecanismo de MCR en células Molt-4 es apoptosis, siendo dependiente de
ROS y caspasas. Con esta investigaciéon, se abre la puerta para evaluar
detalladamente la funcién del I-CRP en el mecanismo de muerte celular en células
tumorales en conjunto con otras terapias, y entender el funcionamiento
inmunoregulador en linfocitos sanos para potenciar su aplicacion en distintas
patologias asociadas al Sl.
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Papel de IL-10 en la via de sefalizacion no candnica de IRS y su efecto
sobre proliferacién y migracion en células de cancer cervicouterino

Anabel Martinez Baez', David Martinez Pastor?, Diana Lashidua Fernandez Coto', Julieta lvonne Castro
Romero®, Guadalupe Ayala Aguilar1
Instituto Nacional de Salud Publica, Cuernavaca, Morelos1, Instituto de Fisiologia Celular, UNAM, CDMXZ,
Secretaria de Salud de la Ciudad de México, cbmx?
Tel. 7773293000 Ext. 2231. Correo electronico: gayala@insp.mx

Introduccion: Los sustratos del receptor de insulina (IRS) 1 y 2 estan alterados en
diversos tipos de cancer. IRS-1 se ha relacionado con proliferacion, crecimiento e
inhibicion de la apoptosis; mientras que IRS-2 con metastasis, motilidad e invasién’. Las
IRS participan en vias no canonicas, donde su fosforilacion puede ser estimulada por
algunos receptores de citocinas. En pacientes con cancer de diversos tipos, entre ellos
cancer cervicouterino (CaCU) se han encontrado niveles séricos elevados de citocinas
inmunosupresoras como IL-4 e IL-10. IL-10 ejerce su funcién a través de su receptor (IL-
10R) activando la via de sefializacion IL-10R/Jak1/Tyk2/STAT3%. En células SiHa se ha
demostrado una sobreexpresién del ARN mensajero de IL-10R, el cual mantiene su
capacidad para responder al estimulo con la propia citocina. Por otra parte, se ha
demostrado que IL-10 en bajas concentraciones inhibe la apoptosis de células
promieloides. Esta actividad anti-apoptética se lleva a cabo por la activacion de la vias
Tyk2/STAT-3 y JAK1/IRS-2/PI3K/AKT, las cuales se sabe desencadenan una serie de
sefales de supervivencia y de proteccion contra la apoptosis. Ademas, Jak1 tiene la
capacidad de fosforilar a IRS®. Objetivo: Analizar el papel de IRS1 e IRS2 en la
proliferacion y migraciéon celular, asi como identificar las proteinas involucradas en la via
de sefalizacién “no canoénica” de IRS en respuesta a IL-10 en la linea celular HeLa (VPH
positivas) derivada de CaCU. Metodologia: La expresion basal de los genes IL-10R, IRS-
1 e IRS-2 se realizé por RT-PCR en células HeLa y MCF7 (control positivo). El efecto de
IL-10 sobre la proliferacion celular se midié con MTS; la migracién celular se evalud por
ensayos cierre de herida en células HelLa. Los cambios en la activacion de las proteinas
IL10R, IRS-1, IRS-2, Jak1, Tyk2, STAT3, PI3K, Akt, y ERK1/2 en respuesta a IL-10 se
hizo mediante Western Blot, usando anticuerpos especificos. Resultados: En condiciones
basales, se amplificaron los fragmentos correspondientes a IL-10R, IRS1 e IRS2 en
células HeLa y MCF7. Resultados preliminares muestran que estimulando células HelLa
con IL-10 (50 ng/ml) se induce la activacion de IL-10R, IRS2, STAT3, PI3K y Akt1. La
migracion de células HelLa incrementd después de las 48 horas del estimulo, pero en la
proliferacion no se observaron cambios. Conclusién: Los datos preliminares obtenidos
muestran que IL-10 esta activando proteinas que participan en la via de sefalizacion no
canodnica de IRS, asi como también incrementa la migracién, sin embargo es necesario
realizar algunos experimentos confirmatorios que fortalezcan los resultados obtenidos.
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Identificacion de nuevas interacciones de regulacién transcripcional
en la diferenciaciéon de monocitos a células dendriticas in vitro en
humano.
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Las células dendriticas son presentadoras de antigenos, son la conexion entre la
inmunidad innata y la inmunidad adaptativa por lo cual han sido usadas en
inmunoterapias. La obtencién de células dendriticas para inmunoterapias se realiza in
vitro a partir de monocitos, usando factor estimulante de colonias de granulocitos y
macrofagos (CSF2, por sus siglas en inglés) e interleucina 4 (IL4, por sus siglas en inglés)
se activan cuatro vias de sefializacion (MAPK, JAK/STAT, NFKB y PI3K). Sin embargo,
la regulacién transcripcional responsable de la diferenciacion de monocitos a células
dendriticas (moDCs) permanece desconocida. Tras una revision exhaustiva de la
literatura cientifica disponible, establecimos un modelo légico de la diferenciacion de
monocitos a moDC con el cual identificamos que los factores de transcripciéon clave en
el proceso carecen de blancos transcripcionales conocidos. Analizamos datos de ChlP-
seq Y RNA-seq del consorcio Blueprint para identificar promotores activos e inactivos,
asi como genes diferencialmente expresados en monocitos y moDCs. Integramos esta
informacion al modelo légico y pudimos completar la red de regulacién de la
diferenciacion de monocitos a células dendriticas, por ejemplo, identificamos por primera
vez la regulacion transcripcional de los Receptores Tipo Toll (TLRs, por sus siglas en
inglés) en moDCs, en donde el factor transcripcional IRF4 activa a los genes de TLR3 y
TLR8 y CEBPa activa a TRL4 y TLR6, TLRs importantes en el reconocimiento de
antigenos. El conocimiento de nuevas interacciones de regulacion puede ayudar a
mejorar el desarrollo de inmunoterapias basadas en moDCs.
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Dinamica Intracelular de Calcio En La Progresion Del Carcinoma Mamario Triple
Negativo

Rodriguez Verduzco Mary Cruz (estudiante de posgrado), Dr. Navarro Polanco
Ricardo Antonio.

Centro Universitario de Investigaciones Biomédicas. Universidad de Colima

RESUMEN. El carcinoma mamario triple negativo (CMTN) es considerado el mas
agresivo, dentro de los subtipos de esta patologia. El calcio (Ca?*) es un ion
plurifuncional que requiere de una estricta regulacion y se ha mostrado que en
varios tipos de cancer sus células muestran alteraciones en la dinamica del Ca?*
intracelular. Esto implica una remodelacién de las moléculas involucradas en la
sefalizacion de este cation y como consecuencia la estimulacién de vias
oncogénicas. Consecuentemente, es interesante evaluar en que momento y
cuales son las alegaciones que ocurren en la sefalizacién de Ca?* durante la
progresion del CMTN. Para esto se realizaron registros de Ca?* intracelular
utilizando microscopia de fluorescencia (Fluo-4 AM).

Nuestros resultados muestran que las lineas celulares no cancerosas y
cancerosas presentan oscilaciones espontaneas (OECa) de Ca?*.Sin embargo, las
OECa en las células cancerosas de los estadios | y Il (HCC1395 y HCC1143)
mostraron oscilaciones de mayor amplitud y frecuencia respecto a las registradas
en células no cancerosas. Adicionalmente, se encontré6 que en todas las lineas
celulares estudiadas, la remocion del Ca?* extracelular redujo significativamente la
frecuencia de las OECa sin alterar la amplitud de las mismas. Estos resultados
sugieren el involucramiento de elementos de la membrana plasmatica en la
modulacién de la génesis de las OECa. Uno de los elementos de la membrana
plasmatica aparentemente involucrado en este fendmeno es el receptor sensor a
Ca?* (CaSR). Por otro lado la insensibilidad de la amplitud de las OECa al Ca?*
externo, implica que estas son generadas principalmente por la liberacion de Ca®*
de los depdsitos intracelulares. La incapacidad de cafeina para liberar de Ca?* o
de rianodina para suprimir las oscilaciones sugiere que las OECas son resultado
de la apertura de receptores a IP3.
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Efecto de IL-2 sobre la regulacién de los genes STAT3, PDK1,
HIF1a y GLUT1 en células de cancer de cérvix
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En México, el cancer de cuello uterino es la tercera causa de muerte por cancer en
la mujer. El cancer cervicouterino, se asocia a la infeccién por el virus de papiloma
humano, que modifica a las células para adquirir caracteristicas transformadas
como proliferacion descontrolada, proteccién contra apoptosis y la reprogramacion
de su metabolismo energético para mantener un crecimiento rapido y
descontrolado. Adicionalmente, la mayoria de las células cancerosas presentan
cambios fundamentales en el metabolismo de nutrientes y dependen de la
glucolisis aerdbica, llamado efecto Warburg. Esta caracteristica de las células
tumorales de mostrar un elevado radio de glucolisis mientras contindan creciendo
aun bajo condiciones de normoxia se correlaciona con el incremento de la
expresion de enzimas glucoliticas y de transportadores de glucosa, estos cambios
pueden deberse a la activaciéon del factor inducido por hipoxia 1a (HIF-1a). Por
tanto, en este trabajo se evaluara el efecto de IL-2 sobre la expresion de enzimas
clave en el switch metabdlico que presentan las células tumorales. Se sembraron
100,000 células, de la linea de cancer de cérvix SiHa, en una placa de 96 pozos
con estimulo de 10 o 100 Ul/ml de IL-2 por diferentes periodos de tiempo, para
evaluar su proliferacion mediante la técnica de Cristal Violeta. Por otra parte,
2x108 células se estimularon con IL-2 para analizar la expresion de STAT3, PDK-
1, HIF1a y GLUT1. Se extrajo RNA con TRIzol y se realizé una RT-PCR seguida
de una PCR para observar el efecto de la citocina sobre la expresiéon de estos
genes. Se observo que el tratamiento con 10 Ul/ml de IL-2 sobre las células SiHa
aumenta la proliferacién, mientras que con 100 Ul/ml de IL-2 disminuye la
proliferacion. Ademas, se observd un aumento en la expresion de los genes
STATS3, HIF1a, PDK1 y GLUT1 con el tratamiento con 10 Ul/ml de IL-2. Nuestros
resultados sugieren la activacion de la via Jak-STAT3 después del estimulo dosis
dependiente de IL-2, ademas de que el aumento en la expresion de STAT3 se
correlaciona con la expresidon de estos genes involucrados en el switch metabdlico
que presentan estas células de cancer de cérvix.

Proyecto apoyado por CONACYT (CB253262).
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Analisis de la via WNT canodnica en cultivos derivados de las
lineas celulares HelLa y SiHa

Miguel Angel Sarabia Sanchez, Alejandro Garcia Carranca, Elizabeth
Ortiz Sanchez
Instituto Nacional de Cancerologia
Av. San Fernando 22, 14080 CDMX Tel: 56280400 Ext. 32095
Correo: mike_sarabia@hotmail.com

El cancer se caracteriza por una heterogeneidad celular inter-tumoral e intra-
tumoral. Esta heterogeneidad representa un reto en el campo clinico, por lo que se
han propuesto modelos que permitan explicarlo. Dentro de estos, el Modelo de
Plasticidad ha sido propuesto recientemente y parece aproximarse mas a lo
descrito en el cancer. En este modelo se propone a las Células Troncales
Cancerosas (CTC) como claves para iniciar y mantener el crecimiento de un
tumor. Sin embargo un gran esfuerzo se ha enfocado en afirmar la existencia de
las CTC en diferentes tipos de cancer asi como sus caracteristicas biologicas, ya
que suelen hallarse en porcentajes muy bajos en comparacion al total de un
tumor. Una de las caracteristicas de la mayoria de CTC es la alta actividad de la
enzima ALDH (ALDHALT) por lo que ha sido empleado como marcador celular.

Por otro lado, el cancer cérvico-uterino (Cacu) es uno de los tipos de cancer mas
comunes y una de las principales causas de muerte entre las mujeres a nivel
global. En el Cacu se presenta una desregulacion en la sefializacion celular,
dentro de las cuales esta la via WNT candnica. De manera interesante la via WNT
canonica también es relevante en las CTC, pero aun se desconoce si la via WNT
pudiera ser importante para las CTC en el Cacu.

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue evaluar la via WNT candnica en HelLa y
SiHa, dos lineas celulares provenientes de Cacu, tanto en el cultivo prototipo en
monocapa como en cultivo de esferas,el cual es un tipo de cultivo donde los
porcentajes de CTC incrementa, permitiendo asi su estudio.

Los resultados mostraron que HelLa y SiHatienen componentes de la via WNT
canonica, ademas de tener una activacion minima en cultivos en monocapa. De
manera interesante la via WNT candnica incrementé en HeLa y disminuyé en SiHa
en los cultivos de esferas, es decir tras el enriquecimiento de CTC. ESto sefiala
que la relacién entre la via WNT candnica y las CTC depende de la linea celular.
Bajo la misma tendencia, al activar la via WNT candnica y medir los porcentajes
de células ALDHALTO se observo que Hela y SiHa responden de manera diferente,
lo que resalta que a pesar de que HelLa y SlHa provienen del mismo tipo de
cancer, tienen caracterisiticas bioldgicas diferentes.
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Analisis de la via Akt/GSK-3/B-catenina y su relaciéon con el factor de
transcripcion TCF-4 en etapas tempranas de la carcinogénesis renal in vivo.

Axel Trinidad-Lopez, Patricia Curiel-Mufiz, José Solano, Maria Elena Ibarra-Rubio*.
Departamento de Biologia, Edificio F, Laboratorio 225, Facultad de Quimica, UNAM,
México, CDMX. 04510. Tel. (55)56223869, axeltrinidad789@gmail.com,
meir@unam.mx*

Uno de los tipos de cancer urolégico mas comun es el carcinoma de células renales (CCR). EI CCR
se origina en las estructuras tubulares del riidn y hasta el momento se han establecido 14 subtipos
histolégicos, siendo el mas frecuente el de células claras (CCRcc) representando el 70%
aproximadamente. Esta es una neoplasia generalmente asintomatica en etapas tempranas lo cual
dificulta su deteccién oportuna y tratamiento, lo que lleva, entre otras razones, a una alta taza de
mortalidad, ademas es practicamente imposible estudiar las etapas tempranas de su desarrollo, razén
por la cual, es necesario la implementacion de modelos animales bien caracterizados que reproduzcan
el desarrollo de la enfermedad con la finalidad de estudiar distintas etapas de la carcinogénesis. Un
modelo murino utilizado para la generacién de CCR, consiste en la administracion sostenida de
Nitrilotriacetato de hierro (FENTA). En nuestro laboratorio se implemento esté modelo para la obtencion
de CCR, con base en los diferentes resultados obtenidos, se ha considerado que exposiciones durante
1y 2 meses con FeNTA son etapas tempranas del desarrollo de la neoplasia.

Por otro lado en nuestro laboratorio se han reportado alteraciones en los niveles de las proteinas Akt,
GSK-3B y B-catenina en etapas tempranas. Sin embargo, los datos obtenidos solo representan las
variaciones en los niveles de proteinas sin establecer relacion entre ellas. Por lo que decidimos
estudiar a detalle si estas proteinas en etapas tempranas estan interaccionando entre si para modular
procesos celulares como proliferacion, supervivencia, crecimiento celular, etc.

Como se ha reportado en la literatura p-Akt, fosforila a GSK-3f en su residuo de S9 ocasionando su
inhibicion, para comprobar si esto estaba sucediendo en nuestro modelo, se realizaron ensayos de
inmunoprecipitacion de Akt para la posterior deteccion de GSK-3p. Los resultados obtenidos nos
demuestran que Akt es al menos una de las cinasas responsables de fosforilar a GSK-3p en etapas
tempranas de la carcinogénesis. Con la inhibicion de GSK-3, rio abajo de la sefalizacion esta no
puede regular los niveles de B-catenina en el citoplasma, ocasionando un aumento de B-catenina en
el citoplasma y su posible translocacién al nucleo donde actuaria como coactivador de factores de
transcripcion. Se realizaron ensayos de inmunohistoquimicas (IHQ) de corteza renal para determinar
la distribucion celular de B-catenina. Sorprendentemente en muestras tratadas con FeENTA a uno y dos
meses se obtuvo tincion positiva en citoplasma y en nucleo a diferencia de las muestras del grupo
control las cuales presentaron tincién basal en el citoplasma y ausencia de tinciéon en el nucleo.
Adicional a esto, y con la finalidad de reforzar los datos obtenidos por IHQ se realizaron western blot
(WB) de fraccionamientos celulares de tejido renal en donde se obtuvo un aumento de (B-catenina en
las fracciones nucleares en comparacion con las fracciones citoplasmaticas. Esto sugiere que la
inhibicion de GSK-3B por p-Akt genera un aumento en los niveles de [B-catenina citoplasmatica
favoreciendo su translocacion al nucleo en donde se podra estar asociando con factores de
transcripcion como TCF-4 para promover la transcripcién de genes blanco como c-myc y algunas
metaloproteasas de matriz.

En conclusion estos resultados sugieren que en etapas tempranas de la carcinogénesis la via de
sefalizacion Akt/GSK-3B/B-catenina esta participando en el desarrollo de la patologia, sin embargo
resultaria interesante estudiar cual es el rol de B-catenina al interior del nucleo.

Apoyado por UNAM-DGAPA-PAPIIT IN-228716, CONACyT284155 y FQ-PAIP 5000-9109.
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Una proteina tipo BiP de Symbiodinium es fosforilada
diferencialmente en treonina en respuesta a la luz.
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Los organismos dinoflagelados fotosintéticos del género Symbiodinium poseen
mecanismos de regulacién exquisitos para responder y adaptarse a distintas
condiciones de luz del medio ambiente; mas aun, en condiciones endosimbidticas
donde tienen que optimizar la captacion de fotones para la fotosintesis. Esto resulta
en un sofisticado sistema de regulacion que actua en respuesta a dichos estimulos
de luz del medio ambiente. Numerosas cascadas de sefalizacion son reguladas a
través de mecanismos de fosforilacion/desfosforilacion y la respuesta a estimulos
de luz no debe ser la excepcidon en Symbiodinium. Para probar esta hipotesis, se
llevé a cabo un tamizado por western blot con anticuerpos anti-fosfo treonina, de
proteinas que se fosforilan o desfosforilan en respuesta a estimulos de luz en
extractos de tres especies de Symbiodinium: S. microadriaticum, Fugacium
kawagutii, y Breviolum psygmophilum. Se detectaron varias proteinas fosforiladas
diferencialmente en treonina pero una en particular de 75 kDa estuvo presente en
las tres especies y respondié bajando su nivel de fosforilacion en respuesta a la luz
indicando que no fue una respuesta especifica de una especie. Se encontré que
dicha desfosforilacién no fue dependiente de la intensidad de luz pues varias
intensidades ensayadas no cambiaron la respuesta, ya que se obtuvo una respuesta
de desfosforilacion con tan poco como 1 pmol quanta m? s-!. Por otro lado, tampoco
se observd una respuesta a un espectro de luz en particular cuando se ensayaron
espectros de luz azul, amarilla y roja para el estimulo. La proteina fue separada en
geles de doble dimensién y aislada para su secuenciacion parcial de péptidos. La
secuencia arrojo identidad a una proteina tipo BiP de S. microadriaticum vy
pertenecienta a la famila de las HSP por lo que fue denominada SmicHSP75. Esta
identidad sugiere que la proteina es parte de un mecanismo en el que un sensor de
intensidad de luz dispara una cascada de sefializacién que activa chaperonas para
contender con el estrés de radiacién intensa cuando se da el cambio de fotoperiodo
de oscuridad a condicion de luz. Sera interesante determinar la identidad de las
cinasas y fosfatasas asociadas a dicha respuesta, e identificar al sensor que inicia
el disparo de la cascada de senalizacién en Symbiodinium.

Apoyado por los proyectos IN-203718 de PAPIIT DGAPA-UNAM y 285802 de
CONACVyT.



