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La proteina co-reguladora de la transcripcion, BRCA1, es
fundamental en la modulacién de la integridad gendémica. Sin
embargo, su funcién en la respuesta al dafio al ADN esta poco
estudiada. El objetivo de este trabajo fue determinar el rol de
BRCA1 en la respuesta al estrés genotdéxico en células tumo-
rales de préstata. Encontramos que la viabilidad de las células
PC3 que sobre-expresan en forma estable la proteina BRCA1
disminuyé significativamente con respecto al control; con un con-
comitante incremento de la apoptosis y del porcentaje de células
bloqueadas en fase S y G2/M. De este modo, el silenciamiento de
la expresion de BRCAT1 revirtié estos efectos. Identificamos nue-
vos genes blanco, involucrados en el ciclo celular y la respuesta
al dafo en el ADN, regulados por BRCA1: BLM, FEN1, DDB2,
H3F3B, BRCA2, CCNB2, GADD153 y MAD2L 1. Focalizandonos
en el factor de transcripcion GADD153, comprobamos que BRCA1
se asocia al promotor de GADD153 con mayor afinidad luego del
dano en el ADN aumentando su transcripcidon. De este modo,
determinamos que la sensibilidad a la doxorrubicina inducida por
BRCA1 es mediada por GADD153, ya que el silenciamiento de
su expresion elimind la induccion de la apoptosis y del porcen-
taje de células arrestadas provocada por la sobre-expresion de
BRCA1. Tumores crecidos como xendgrafos derivados de las
lineas estables PC3 con expresion o no de BRCA1, confirmaron
nuestros hallazgos in vivo, revelando la funcion supresora tumoral
de BRCA1 en cancer de prostata.

Estos hallazgos definen un nuevo mecanismo a través del cual
BRCA1 orquesta las decisiones celulares, en respuesta al estrés
genotoxico, mediante el control transcripcional de GADD153.
Clinicamente se puede predecir que los tumores de prdstata con
expresiéon de BRCA1 nula o reducida, serdn mas resistentes a
la quimioterapia.
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La infeccién por Trypanosoma cruzi (Tc) produce respuesta
inflamatoria en diversos tejidos incluyendo al corazén. La resolu-
cion de la inflamacion cardiaca y el control del parasitismo serian
criticos en la evolucion de la enfermedad de Chagas. Si bien 15d,

ligando natural de PPARg, fue implicado en la regulacién de pro-
cesos inflamatorios, no se conoce su rol en esta enfermedad. Por
ello, estudiamos los efectos de 15d sobre la respuesta inflamatoria
en cultivos primarios de miocardiocitos de ratén infectados con la
cepa RA de Tc (rel 1:5). Observamos mediante Western blot (Wb)
y Q-RT-PCR (Q) que 15d (2uM) inhibe la expresion de dxido nitrico
sintasa2 (NOS-2) y de metaloproteasas-2/9 (MMP-2/9) luego de
la infeccion. Ademéas 15d disminuye la liberacién de NO (uM)
(62+3%; p<0.05) y la actividad de MMPs analizada mediante zimo-
grafia (Z). Ademas, el tratamiento con 15d aumenta el niumero de
parasitos intracelulares (T¢:3.4+0.32; Tc+15d:4.89+0.50;p<0.05). Al
silenciar PPARg con ARN de interferencia, se revierte el efecto
de 15d sobre expresién y actividad de NOS-2 (Wb,NO) y MMPs
(Q,Z) y sobre el crecimiento intracelular de parasitos. Asimismo,
demostramos mediante Wb la participacion de Erk-MAPK y de
NF-kB en los efectos de 15d. Estos resultados fueron confirmados
en un modelo murino de infeccién con parasitos RA (1x10%i.p.)
observando que el tratamiento con 15d (1mg/Kg, i.p.) inhibe la
expresion (Wb) y actividad (Z) de MMP-2 en suero (79+4%;p<0.05)
y la expresion cardiaca de NOS-2 (Wb). Ademas, el tratamiento
con 15d aumenta el nimero y tamafo de nidos de amastigotes en
el corazon, la parasitemia (Tc:3.26x10%+0.32; Tc+15d:6.45x10°+£0.5
0;p<0.05) y la mortalidad de ratones. También comprobamos que
15d inhibe la via de NF-kB en el corazén de animales infectados
mediante Wb y ensayos de movilidad electroforética (EMSA). Los
resultados demuestran que 15d modula la inflamacién cardiaca
mediante vias dependientes de PPARg y a través de Erk-MAPK
y NF-kB, luego de la infeccion con Tc.
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Cadherina epitelial (cadE) es miembro fundador de las ca-
dherinas y media la adhesion celular. CadE es un supresor
tumoral; su disminucién/ausencia se asocia a cambios (Transi-
cion-Epitelio-Mesenquimal, EMT) que facilitan invasién/metas-
tasis. Nuestro grupo identific6 un ARNm novel de cadE humana
generado por “splicing” alternativo (SA). Se lo llamé cadEvar
para distinguirlo del salvaje (cadEWT). Se caracterizé cadEvar
y evalud su asociacion con la progresion tumoral: 1) EI ARNm
cadEvar presenté una deleciéon que da un cambio del marco de
lectura y una sefal de stop prematura; CadEvar seria un producto
secretorio 2)Por gPCR se encontraron valores bajos de expresion
de cadEvar/cadEWT en células tumorales/no tumorales, excepto
ciertos casos 3) cadEvar estaria bajo control de NMD, con acu-
mulacién del ARNm en células incUBAdas con actinomicina-D 4)
La transfeccion transiente de cadEvar dio una forma secretoria de
94KDa 5) Las transfectantes estables MCF7-cadEvar presentaron
niveles de cadEvar hasta 40 veces superiores y de cadEWT hasta
10000 veces menores. En el medio condicionado se vio la forma
de 94 KDa. Los niveles de ARNm de p-catenina aumentaron y la
proteina localizé en el citoplasma. La actina se organizé en fibras
de estrés. Las células presentaron fenotipo fibroblastico y bajo
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Se ha propuesto que compuestos trivalentes derivados del
arsénico podrian ser utilizados en el tratamiento de neoplasias
hematoldgicas y sélidas, como el cancer de mama. Dado que
un metabolito comun de éstos es el arsenito, el objetivo de este
trabajo fue determinar el posible mecanismo de accién del mismo.
Se trataron las lineas humanas MCF-7 y ZR-75-1 (adenocarcino-
ma mamario) con arsenito de sodio (200 pM, As) por 2 h y luego
2 h adicionales sin tratamiento para evaluar su recuperacion,
comparandose los resultados con controles sin tratar (C; p<0,05).
Ademas, se calculd la correlaciéon entre parametros de estrés y
muerte celular por el coeficiente de Spearman (CS). As indujo
la sintesis de L-citrulina en ambas lineas: 177,8+24,6 (ZR-75-1)
y 329,2+29,0 (MCF-7) comparados con C (100%), mientras que
s6lo en MCF-7 se observaron aun valores significativamente altos
de nitritos (productos finales de la via nitrosativa) tras la recupe-
racion (129,3+6,5%). El incremento de L-citrulina (indicador de
formacion de éxido nitrico) y la inhibicién de a-glutamiltranspep-
tidasa (indicador de la via del glutation) se asociaron con muerte
celular en MCF-7 (CS=0,94 y CS=-0,83, respectivamente) y en
ZR-75-1 (CS=0,60 y CS=-0,66, respectivamente). Este estrés de
tipo nitrosativo afecté negativamente la capacidad reductora del
citoplasma (CRC) tras la recuperacion (MCF-7 CS=-0,60 y ZR-75-1
CS=-0,54), con MCF-7 mostrando un 60,64% de CRC respecto
de ZR-75-1 bajo dicho tratamiento. De acuerdo a lo presentado,
arsenito sddico tendria actividad citotéxica por induccién de
estrés nitrosativo con compromiso de la defensa antioxidante en
las lineas tumorales ZR-75-1 y MCF-7, siendo estas ultimas mas
sensibles a dicho efecto deletéreo.
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Las galectinas son una familia de lectinas animales que com-
parten la especificidad de unién por pB-galactésidos. Varios miem-
bros de esta familia controlan procesos vinculados a la progresion
del céancer tales como la transformacion celular y la metastasis.
Habiendo previamente establecido el rol de galectina-8 (Gal-
8) como agente promotor del desarrollo de vasos sanguineos,
nuestro interés se centré en: 1-Determinar el perfil de expresion
de galectinas con demostrada actividad pro-angiogénica (Gal-1,
-3y -8) en la linea de células endoteliales BAEC. 2-Efectuar el
silenciamiento de Gal-8 en células BAEC mediante la técnica de
RNA de interferencia (siRNA). 3-Estudiar el fenotipo resultante
del silenciamiento de Gal-8 enddgena en células BAEC en cuanto
a la angiogénesis in vitro. Los resultados del Western Blot de-
mostraron la presencia de Gal-1 (14,5 kDa), Gal-3 (29 kDa) y 3
isoformas de Gal-8 (34, 36 y 38 kDa) en los extractos celulares.
Los estudios de citometria de flujo confirmaron la presencia de
Gal-3 y Gal-8 tanto en el compartimiento citoplasmatico de las
células BAEC como en su membrana. En contraste, Gal-1 se de-
tectd solamente en el citoplasma. La inmunofluorescencia de las
células BAEC permeabilizadas demostrd la expresion de Gal-8 en
el nucleo y en el citoplasma. Asimismo, Gal-1 y Gal-3 exhibieron
un patrén de tincion similar al de Gal-8. Con respecto al estudio
de funcionalidad in vitro, las células BAEC transfectadas con un
siRNA especifico para Gal-8 bovina y cultivadas sobre matrigel
experimentaron una reduccién significativa en la longitud de los
tabulos capilares (Control=100+15% vs. Gal-8-siRNA , =33+7%,
p<0,01) a las 48 hs post-transfeccion. Este hallazgo destaca
la contribuciéon de Gal-8 enddgena al proceso de formacion de
tubulos capilares in vitro. En resumen, nuestros resultados reve-
lan que las células endoteliales BAEC expresan un conjunto de
galectinas pro-angiogénicas donde Gal-8 parece desempefar un
rol importante, previamente ignorado.
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Previamente hemos demostrado una fuerte expresion e inusual
localizaciéon citoplasmatica de el co-factor transcripcional p300
en tumores mamarios humanos. Por lo tanto, los objetivos del
presente trabajo fueron estudiar la correlacién entre la expresion
citoplasmatica de p300 y parametros clinico-patolégicos del pa-
ciente y evaluar su accion en la progresién tumoral. Para ello, se
estudié la expresion de p300 mediante inmunohistoquimica en
70 carcinomas mamarios humanos. El p300 fue detectado exclu-
sivamente en nucleo en las regiones histoldgicamente normales
adyacentes al tumor mientras que en la zona tumoral se observo
expresion citoplasmatica en el 70% de los tumores (p<0.0001).
El estudio de supervivencia mostré6 una mayor sobrevida de pa-
cientes cuyos tumores presentaban localizacién citoplasmatica
(LogRank test, p< 0,0001). La expresion citoplasmatica de p300
se asocio significativamente con el T (TNM), observandose una
disminucioén del T con el aumento de la expresion citoplasmatica
(p< 0,05). Inhibidores selectivos de p300 indujeron una dismi-
nucion en la cantidad de células tanto en la linea LM3 como en
cultivos primarios de tumores de un modelo animal (p< 0,05).
Se observé por western-blot que la inhibiciéon de p300 aumen-
taba los niveles de p21, manteniendo inalterados los niveles de
ciclina D y E. En conclusion, los resultados obtenidos en biopsias
humanas muestran que la localizacion de p300 en los tumores
es mayormente citoplasmatica y que esta inusual localizacién se
asocia a una mejor sobrevida de los pacientes. Por otro lado, los
tratamientos in vitro demuestran que inhibidores del p300 inducen
una disminucion en la proliferaciéon/supervivencia celular en parte
a través de un aumento de los niveles de p21. En conjunto, los
resultados sugieren que el p300 podria estar favoreciendo la
proliferacién celular en carcinomas mamarios y que su inhibicion
ya sea farmacoldgica o por localizacion subcelular alterada podria
estar ejerciendo efectos antitumorales.
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El carcinoma mamario murino hormono dependiente (HD;
C4-HD) inducido por acetato de medroxiprogesterona (MPA)
presenta metafases con un niumero cromosémico diploide (raton
normal 2n=40) y 4 translocaciones: una de ellas involucrando al
cromosoma 4. Las variantes hormono independientes (HI), C4-Hl y
CC4-3-HlI, surgieron a partir del tumor C4-HD, sin tratar con MPA,
en eventos independientes. Pasajes tempranos (hasta 10 pasajes
in vivo) del tumor CC4-3-HI, mostraron el mismo cariotipo que el
tumor HD. Por otro lado, pasajes mas avanzados del tumor C4-
HI (mayores al 50) mostraron un cariotipo diferente al observado
en el tumor HD, aunque todas las variantes estudiadas presenta-
ron ganancia de la regién préxima al centrémero del cromosoma
4. El objetivo del trabajo fue estudiar la evolucién del cariotipo
del tumor CC4-3-HI a través de sucesivos pasajes, e investigar la
presencia de alteraciones del cromosoma 4 en otras variantes HI
surgidas a partir del mismo tumor HD. Se analizaron metafases y
nucleos en interfase obtenidos de cultivos primarios de diferentes
tumores HI, por técnicas de bandeo G y de Hibridizacion in situ
Fluorescente (FISH). Los resultados obtenidos muestran que la
variante CC4-3-HI mantiene su nimero cromosémico en el rango
diploide, y las mismas translocaciones después de 70 pasajes
in vivo. Los resultados de FISH de otras variantes HI (C4-3-HI y
C4-4-HI) revelaron una mayoria de células con 4 o mas copias
de la regién cercana al centrémero del cromosoma 4, y con un
numero cromosomico en el rango triploide. Podemos concluir que



