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a las limitaciones y efectos colaterales de las drogas que se
disponen actualmente para el tratamiento de obesidad, diabetes
tipo2 y dislipidemias. EI Rosmarinus officinalis L. (romero) sintetiza
una gran cantidad de polifenoles antioxidantes, grupo ubicuo de
metabolitos secundarios. En este trabajo investigamos el efecto
de dichos compuestos sobre la diferenciaciéon de preadipocitos
3T3-L1. Con tal fin, evaluamos la capacidad de los polifenoles
de romero para inhibir la acumulacién de triglicéridos por tincién
con Oil Red O y su efecto sobre la viabilidad celular utilizando el
reactivo de MTS. Tanto el extracto de romero como su principal
polifenol, el acido carndsico, inhibieron la diferenciacion adipocitica
a concentraciones que no afectaron la viabilidad celular luego de
s6lo 24 horas de tratamiento (30 pg/mly 7,5 pg/ml respectivamen-
te). Los eventos moleculares que tienen lugar durante el proceso
de adipogénesis involucran factores de transcripcion de expresion
temprana (C/EBPp) y tardia (PPARy). C/EBPp se presenta en
dos formas: LAP (Liver Activating Protein) y LIP (Liver Inhibitory
Protein), siendo la primera la mayoritaria. Cuando se induce la
diferenciacion de los preadipocitos 3T3-L1 en presencia de los
polifenoles de romero, encontramos un aumento de la isoforma
inhibitoria LIP en relacion a las isoformas activadoras LAP de
C/EBP B. De manera relevante, no observamos aumento en el
nivel de expresion de PPARy que ocurre cuando la diferenciacion
adipocitica tiene lugar. En sintesis, estos resultados demuestran
que los polifenoles del romero ejercen su efecto antiadipogénico
interfiriendo en la expresién de factores de transcripcion cruciales
en la adquisicion del fenotipo adipocitico. De este modo, com-
puestos de romero resultarian beneficiosos en el tratamiento de
la obesidad y enfermedades relacionadas.
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La dexametasona (DEX) es un glucocorticoide con efectos
antiinflamatorios e inmunosupresores, utilizado para estudiar dife-
rentes mecanismos de expresién de genes que codifican enzimas
involucradas en el metabolismo de xenobiéticos. Por ejemplo, el
tratamiento prolongado con DEX induce la expresion de CYP3A4
en humanos y modula la expresiéon de varias enzimas y sus
respectivas actividades metabdlicas en bovinos. El objetivo del
presente trabajo fue estudiar el efecto de la administracion crénica
de DEX (7 dias a razén de 3 mg/kg/dia) sobre la actividad y la
expresién genética de diferentes enzimas de fase 1 en el higado
y en la mucosa intestinal de ovinos. Se prepararon microsomas
hepaticos y de la mucosa intestinal para cuantificar las activida-
des metabdlicas CYP3A, CYP1A y flavin-monooxigenasa (FMO)
utilizando sustratos especificos de cada una. El nivel de expresion
de estas enzimas se determiné a través de la cuantificacion de los
ARN mensajeros (ARNm) especificos utilizando PCR en tiempo
real. El tratamiento crénico con DEX incrementd (p<0.01) las acti-
vidades metabdlicas CYP3A-dependientes (triacetiloleandomicina
N-desmetilasa = 310% y eritromicina N-desmetilasa = 195%) a
nivel hepatico. No hubo un aumento significativo de la expresién
hepatica del ARNm de CYP3A. Se observé una disminucion de
las actividades CYP1A (70%, p<0.001) y FMO (28%, p<0.05) a
nivel hepatico, no relacionada con los niveles de expresion de los
ARNmM de ambas enzimas. La actividad metabdlica CYP3A-depen-
diente (eritromicina N-desmetilasa) fue 37.5% mayor (p<0.05) en
la mucosa intestinal de los animales tratados con DEX, aunque no
se detectaron diferencias significativas en los niveles del ARNm
especifico de esta enzima. DEX modificé en diferente grado la
actividad y la expresién de las enzimas de fase 1 estudiadas. El
efecto de la exposicion a diferentes xenobidticos sobre la capa-
cidad metabdlica hepatica e intestinal en rumiantes continda bajo
estudio en nuestro laboratorio.
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La inhibicién de la proliferacion por deprivacion de factores
tréficos conduce al arresto o a la muerte celular. Considerando
el rol de las mitocondrias en las vias de sefalizacion en los
procesos de proliferacién y apoptosis, del NO en la modulacién
de citocromo oxidasa y la presencia de nNOS en mitocondrias
(mtNOS), estudiamos la expresién de nNOS en relacion al conte-
nido matricial de NO en células NIH/3T3 durante la deprivacion de
factores tréficos. La hipétesis general es que la mtNOS, a través
de la produccion de NO y H,0,, modula vias de sefalizacion que
culminan en el arresto celular y la diferenciacién. El objetivo es
demostrar la correlacién entre la actividad de mtNOS y el arresto
del ciclo celular via Sirt3. Para ello, las células fueron deprivadas
de suero durante 0-72h. Desde las 24 h se observé un fuerte
arresto y niveles minimos de apoptosis (<5%; p<0,05), detecta-
dos por citometria de flujo y conteo celular. El arresto en G1 fue
parcialmente revertido (50%) con L-NAME 2 mM. Luego de 24 h
de deprivacion, la expresion de nNOS a nivel de mRNA y proteina
comenzé a incrementarse (RT-PCR: 4 veces el control a 24 h;
WB: 10 veces el control a 48 h). A las 48-72h, el incremento de
nNOS fue seguido de su translocacion a mitocondria, demostrado
por su relativa disminucién en citosol e incremento proporcional
en las organelas. La citometria de flujo en células enteras y mito-
condrias aisladas con DAF-FM demostré elevados niveles de NO
(+50% a 48 hs), confirmado por microscopia confocal y asociado
a disminucion del consumo de oxigeno por inhibicion de COX
(-50% a 48 hs) y significativa liberacion mitocondrial de H,O,.
Finalmente, la expresion de Sirt3 se incrementd con la depriva-
cion, alcanzando un pico a las 24-48 h. Los resultados sugieren
que el incremento transcripcional de la nNOS vy su translocacion
a mitocondria con produccion de H,0, inicia vias de sefalizacion
a través de Sirt3 que conducen al arresto de células NIH/3T3
durante la deprivacién de suero.
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Los receptores a histamina pertenecen a la familia de recepto-
res acoplados a proteina G (GPCRs). El receptor H1 (rH1) modula
la produccién de IPs, mientras que el receptor H2 (rH2) regula los
niveles de AMPc. Estudios previos de nuestro laboratorio indican
que dichos receptores poseen la capacidad de cointernalizar ante
el estimulo con ligandos agonistas como parte de la regulacién
cruzada que existe entre ellos. Dado que en otros sistemas ha
sido descripto que la internalizaciéon del rH1 es dependiente de
caveolina, mientras que la del rH2 es dependiente de clatrina,
el objetivo de este trabajo es evaluar el mecanismo de cointer-
nalizacién de los rH1 y rH2 en células CHO transfectadas con
ambos receptores (CHOH1-H2). Al evaluar mediante ensayos de
union el numero de sitios receptores de membrana luego de 1 h
de tratamiento con los agonistas especificos (2, 3-trifluormetilfe-
nilhistamina para el rH1 y amthamina para el rH2), observamos
que en este sistema la internalizacion del rH1 estimulada por
el agonista H1 es bloqueada en un 100% por filipin (inhibidor
de la endocitosis mediada por caveolina). Sorprendentemente
este inhibidor también bloqueo en un 95% la internalizacion del



