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/‘ Conferencia de Incorporacién

“Medicamentos seguros:

Control de calidad y calidad en el contro

I"

Por Maria Guillermina Volonté
Academia Nacional de Farmacia y Bioquimica

Quisiera comenzar mi presentacién recordando una
frase atribuida a Aristételes: “La excelencia es el arte que se
alcanza a través del entrenamiento y del hdbito, nosotros somos lo
que hacemos repetidamente, la excelencia entonces, no es un acto,
sino un hdabito”

Durante mds de 40 afios dedicada a esta especiali-
dad farmacéutica: el Control de Calidad de Medicamentos,
he transitado por muchas etapas referidas al mismo, que
fueron modificindose, amplidndose y actualizindose. Desde
aquellos primeros controles, basados casi exclusivamente en
reacciones colorimétricas, pasando por las primeras determi-
naciones cuantitativas en el histérico Colorimetro de Dubos-
cq, donde era el ojo humano el que determinaba la concentra-
cién de una solucién, por comparacién con otra conocida, con
solo observar un campo circular sombreado y variando el
camino 6ptico para igualar la intensidad de las dos mitades de
ese campo circular, aplicando posteriormente, sin embargo, la

Ley de Lambert y Beer.

Podriamos recordar también al clisico “Crudo
Caamafo”, un fotocolorimetro a filtro, con el cual se selec-
cionaban solamente 7 rangos de longitudes de onda,
efectuando la lectura en un dial circular, 6 al Spectronic 20
desarrollado por Bausch & Lomb en los afios’60. Cudntos de
nosotros habremos hecho nuestras primeras cuantificaciones
en alguno de estos equipos?

Luego aparecieron los primeros espectrofotémetros,
de grandes dimensiones, recuerdo un Beckman DU2 que
estaba en la cdtedra. Grandes, si los comparamos con los
actuales equipos, que con disefios modernos y estéticas lineas,
no solo determinan absorbancias, sino también pueden
derivar la sefial en funcién de la longitud de onda o pueden
ser de absorcién atémica o de masa o presentar detectores a
base de fotodiodos, que nos aportan informaciones mds utiles
y precisas.

Pero no solo los equipos y las técnicas fueron
cambiando, el mds importante cambio fue conceptual, la
calidad de un medicamento dejé de estar basada solamente
en el control propiamente dicho, para fundamentarse en los
nuevos paradigmas de “fabricar con calidad”. Primé el

concepto que “de nada nos servird un laboratorio de control
de calidad, montado con equipos de ultima generacién, si ya
el medicamento tiene defectos de elaboracién en si mismo”,
podremos detectar estos defectos, pero ese medicamento ya
no cumplird con su objetivo fundamental: llegar a manos de
un paciente ofreciéndole eficacia y seguridad.

Por ello en los afios 70, en Estados Unidos, se publi-
can las primeras reglamentaciones relacionadas con las GMP
(Good Manufacturing Practices) ¢ Buenas Pricticas de
Elaboracién de medicamentos, sin contar anteriores pero
aisladas recomendaciones al respecto, siempre relacionadas
con acontecimientos nefastos provocados por la falta de
seguridad de determinados medicamentos. Los primeros
textos relacionados con las GMP publicados por la Organi-
zacién Mundial de la Salud (OMS) datan de 1969, revisados,
modificados y ampliados en los afios 80 y ’90. El término
GMP se establece por primera vez en 1978. En el afio 1992
la OMS publica un nuevo texto de GMP coincidiendo con
las GMPs de la Unién Europea. En 1997 por una contami-
nacién con dietilenglicol en un jarabe con paracetamol, para
uso pedidtrico, mueren 80 nifios en Haiti. Esto produce una
respuesta internacional tendiente a armonizar regulaciones
de manufactura y control de calidad.

Qué pasé en nuestro pais? La primera ley relaciona-
da fue la 16.463 de 1964, sobre importacién y exportacién de
medicamentos. Entre 1991 y 1999 aparecieron diversas
normativas, pero recién en 1999 se adoptaron las recomenda-
ciones de OMS del afio 1992 (Disp. 853/99) y en el afio 2003
con la aparicién de la VII edicién de la Farmacopea Argenti-
na, cuya anterior edicién databa de 1978, se incorpora en el
capitulo <1020> las Buenas Pricticas de Fabricacién y
Control, de aplicacién obligatoria en la elaboracién industrial
de medicamentos. Posteriormente aparecen las Disp.
2819/2004, con los lineamientos generales de Buenas Practi-
cas de Fabricacién para Elaboradores,
Importadores/Exportadores de Medicamentos y 4844/2005
que establece la normativa aplicable a la etapa analitica para
la realizacién de Estudios de Biodisponibilidad - Bioequiva-
lencia. Posteriormente en el afio 2008 en la Disp. 2372 apare-
ce la Guia para inspectores sobre GMP y la clasificacién de
deficiencias de cumplimiento de las mismas, incluyendo las
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medidas a tomar sobre la base de estas deficiencias observadas.

Hoy se habla de ¢GMP, refiriéndose a las GMP
vigentes o actuales. También debemos mencionar a las
Normas ISO (Organizacién Internacional de Estandariza-
cién) que establecen recomendaciones para los Sistemas de
Gestién de Calidad: ISO 9000/2005, ISO 9001/2008 e ISO
9004/2009, asi como las Guias de la Conferencia Internacio-
nal sobre la Armonizacién de Requisitos Técnicos para el

Registro de Productos Farmacéuticos para Uso Humano
(ICH), de Europa, Japén y EEUU de 1990.

Y porqué son importantes las GMP? En qué radica
la obligatoriedad de su cumplimiento?

La OMS define las GMP como “el drea de Garantia
de la Calidad que asegura que los productos se fabriquen en
forma uniforme y controlada, de acuerdo con las normas de
calidad adecuadas al uso que se pretende dar a los productos, y

conforme a las condiciones exigidas para su comercializacion”.

Las GMP abarcan todos los aspectos del proceso de fabrica-
cién: locales, almacenamiento y transporte adecuados; perso-
nal calificado y capacitado para la produccién y el control de la
calidad; laboratorios apropiados; procedimientos e instruccio-
nes escritas aprobados; registros donde consten todas las
etapas de los procedimientos definidos adoptados; posibilidad
de seguir un producto en todas sus etapas mediante registros
de procesado de lotes y registros de distribucion; y sistemas
para la investigacién de reclamos y retiros de productos.

Tienen como objetivo fundamental disminuir los
riesgos inherentes a la produccién farmacéutica, en especial
riesgos provenientes de una contaminacién cruzada o de una
confusién provocada por un rotulado equivocado.

Cuando una persona se acerca por primera vez a
estos conceptos, puede pensar que es algo sencillo.Pero en la
préctica no lo es. Uno de los principales agentes que producen
contaminacién, confusiones y errores son las personas.

Los principales tipos de contaminantes, caracteristi-
cos de la industria farmacéutica, son:

1. Contaminacién por particulas, polvo o suciedad.

2. Contaminacién por mezcla errénea de componen

tes, como parte de la formula farmacéutica.

3. Contaminacién por microorganismos.

La aplicacién estricta de las GMP evita cualquiera de
estas contaminaciones.

La meta de las Buenas Pricticas de Manufactura es
garantizar productos seguros y que tengan la identidad,
eficacia, pureza y calidad que el fabricante expresa que tiene.

Y por qué deben cumplirse estas condiciones?

* Seguridad: porque el producto debe ser destinado para
consumo humano, sin efectos adversos o téxicos debidos a
errores de elaboracién.

* Identidad: porque debe tener lo que declara su rétulo, sin
excepcion ni errores.

* Potencia: porque debe tener la concentracion correcta para
ser efectivo en su accién.

* Pureza: porqué tiene que ser puro, es decir, sin contaminan-
tes

e Calidad: porque siempre debe elaborarse igual, con los
mismos estindares de calidad.

No olvidemos que el Control de Calidad es una
parte de las GMP.

El principio rector de las GMP debe ser que la
calidad forma parte integral de la elaboracién del medica-
mento, y no es algo que meramente se somete a prueba en el
producto. Por consiguiente, con esto se asegura que el produc-
to no s6lo cumple con las especificaciones finales, sino que se
ha fabricado por los mismos procedimientos y en las mismas
condiciones cada vez que se elabora.

Hay muchas formas de lograr esto: la validacién es
la parte de las GMP por la cual se logra que los sistemas, los
equipos, los procesos y los procedimientos para los ensayos de
calidad estén bajo control y, por consiguiente, se produzca
uniformemente un producto de calidad.

Es decir, llegamos a uno de los componentes de “la
calidad en el control”: la validacién.

La validacién se define como el establecimiento de
pruebas de laboratorio, debidamente documentadas, que
aportan un alto grado de seguridad de que un proceso planifi-
cado se efectuard uniformemente en conformidad con los
resultados previstos especificados, es decir, que dicho proceso
serd apropiado para el uso propuesto. Los estudios de valida-
cién son aplicables a los métodos analiticos, los equipos, los
sistemas y servicios del establecimiento (como aire, agua,
vapor) y a los procesos (como el de fabricacién, limpieza,
esterilizacién, llenado estéril, liofilizacidn, etc.). Se hard una
validacién para el liofilizador como equipo y otra para el
proceso de liofilizacién; una para la limpieza del material de
vidrio y otra para la limpieza del establecimiento; y una para
el proceso de esterilizacién y otra para las pruebas de esterili-
dad. Es preciso demostrar que cada paso del proceso de fabri-
cacién de un medicamento se efectia segtn lo previsto.

Los objetivos de una validacién son otorgar Confia-
bilidad, Seguridad y Efectividad al proceso que se estd

validando.




Anales 2011 - Conferencias: - Maria Guillermina Volonté

Y por qué se debe validar? Porque un sistema valida-
do es un sistema estable, capaz y robusto y es asi como nos
interesa mantenerlo, dado que estas caracteristicas son
esenciales para mantener altos niveles de calidad
Los estudios de validacién verifican el sistema en estudio y en
condiciones de pruebas extremas, semejantes a las que cabria
esperar durante el proceso, a fin de comprobar que dicho
sistema estd bajo control. Una vez que el sistema o proceso se
ha validado, cabe prever que permanezca bajo control, siempre
y cuando no se hagan cambios en el mismo. Si se producen
modificaciones o surgen problemas, o si un equipo se sustituye
o se cambia de ubicacién, habrd que efectuar la revalidacion.
Los equipos y procesos de importancia critica se revalidan en
forma sistemdtica a intervalos adecuados a fin de demostrar
que siguen bajo control.

El concepto de validacién se aplicé por primera vez
en la produccién estéril.

A raiz de varios graves incidentes ocurridos en
Estados Unidos en 1968, en Inglaterra en 1972 y en Francia
en 1977, donde murieron pacientes a los que se les habian
administrado soluciones intravenosas contaminadas, se vio la
necesidad de controlar mds los procesos de esterilizacién y
envasado aséptico.

En el caso de Inglaterra la investigacién mostré 3
fallos no detectados: el autoclave no alcanzé en todo su
volumen la temperatura de esterilizacién, por estar una valvu-
la bloqueada; el operario hizo caso omiso del registro de
temperatura (incorrecto) por ser correcto el de presiones y el
test de esterilidad no detectd el fallo a pesar de estar contami-
nadas 1/3 de las unidades, ya que solo se muestreé de la parte
superior de la carga.

Indudablemente los conceptos de Buenas Précticas
de Fabricacién y de Validacién no son nuevos. Lo tnico que
constituye realmente una novedad de nuestros dias es el cardc-
ter relevante y sistemdtico que han tomado. Y evidentemen-
te... su obligatoriedad.

Considerando que las GMP forman parte de los
Sistemas de Garantia de la Calidad, reafirmemos las 5 premi-
sas fundamentales de dichos sistemas:

Decir lo que se hace, documentando todas las actividades
Hacerlo que se dice, cumpliendo con los documentos
Registrar lo que se hace, documentando los resultados
Evaluar lo que se ha hecho, realizando auditorias internas y
externas,y

Actuar sobre las diferencias, es decir, actuar en consecuencia
frente a la falta de cumplimiento de las especificaciones.
Veamos ahora el tema concreto del Control de Calidad...

Un medicamento es un producto complejo que

requiere un protocolo de control, que solo puede garantizarse
mediante la utilizacién de métodos analiticos apropiados. El
empleo de estos métodos se inicia en la etapa de investigacién
y desarrollo de ese medicamento, para luego aplicarse en las
diferentes fases de su fabricacién, asi como en estudios poste-
riores tales como los de bioequivalencia, analizando el farma-
co en fluidos biolégicos, para establecer condiciones de inter-
cambiabilidad. En cada uno de los casos la metodologia anali-
tica deberd ajustarse a los requerimientos necesarios para
cumplir con la finalidad especifica de la mencionada etapa.
Qué interrogantes debemos afrontar cuando a calidad de un
medicamento nos referimos?

Entre otros, los principales son:

La identidad y la pureza del principio activo y de los excipien-
tes empleados en la formulacién, ;cumplen con las especifica-
ciones farmacopeicas?

Cuil es el contenido de principio activo en la formulacién?
Cumple con lo que declara?

Cuil es su estabilidad y cudl su fecha de vencimiento?

A qué velocidad se libera el activo desde la forma farmacéuti-
ca, para luego absorberse?

Cudl es la concentracién del fairmaco en un fluido biolégico,
después de administrar una dosis de medicamento?

Para responder estos interrogantes debemos recurrir
a los métodos analiticos. Pero la eleccién del método analitico
adecuado, para responder a cada una de estas preguntas, serd
determinante para la veracidad de los resultados obtenidos, ya
que no siempre el mismo método analitico serd vilido para
obtener la respuesta correcta, quizds el método seleccionado
para evaluar la pureza de la materia prima del principio activo,
no sea el éptimo para controlar el contenido del mismo en la
formulacién o para establecer su estabilidad en dicha formu-
lacién. En las Farmacopeas podremos encontrar las especifi-
caciones de los métodos a utilizar en cada uno de estos casos,
asi como la instrumentacién mds idénea, las cuales habitual-
mente requieren de la utilizacién de sustancias de referencia
apropiadas, de calidad garantizada, tanto para calibrar los
equipos utilizados, como para llegar a un resultado cuantitati-
vo con el método de analisis propuesto.

En todos los casos los métodos analiticos que se
utilicen deberdn estar siempre validados, como cualquier otro
proceso utilizado en la fabricacién industrial de medicamen-
tos, tal como ya hemos sefialado.

Por validaciéon analitica se entiende el trabajo
experimental encaminado a obtener pruebas documentadas
de que un método proporciona fehacientemente la informa-
cién requerida al uso al que se destina. En otras palabras la
validacién nos otorga la confianza necesaria para aplicar el
método y a su vez confiar en los resultados obtenidos: un
método analitico validado es un método analitico confiable.

10
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Las caracteristicas del método que debemos verificar
son la Exactitud y Precisién, que nos estardn evaluando el
nivel de errores, tanto sistematicos como aleatorios, inheren-
tes al método en si, y que segin su significancia los aceptare-
mos o reformularemos el protocolo de aplicacién del método,
para minimizarlos 6 adaptarlos a los requerimientos exigidos
para cada método analitico, en lo que a errores se refiere.

La Especificidad, que nos expresard la aptitud del
método para aplicarlo a un principio activo frente a diversos
componentes que pudieran interferir con ¢él, ya se trate de
excipientes, productos de degradacién, componentes endége-
nos de la muestra, en el caso de muestras bioldgicas, etc., es
decir, en otras palabras, corroborar que la matriz que rodea al
“analito”, no influird en los resultados obtenidos al aplicar el
método.

La Linealidad, que expresard en qué medida la sefial
obtenida al aplicar el método seleccionado se encuentra
relacionada linealmente con los niveles de concentracién
utilizados.

El Limite de Deteccién y de Cuantificacién, necesa-
rios para conocer cudl es la minima cantidad de principio
activo que el método es capaz de detectar o de cuantificar con
la debida exactitud y precisién. Y la Robustez del método, que
dard confianza en su aplicacién frente a cambios imprevistos
en los equipos utilizados, en los analistas encargados de
aplicarlo o en otros pardmetros que se puedan alterar durante
la utilizacién del mismo.

Por otra parte existe otra herramienta, el Test de
Adecuabilidad o Idoneidad del Sistema (System Suitability
Testing) cuya aplicacién permitird verificar que determinados
pardmetros instrumentales se mantienen bajo control, confir-
mando que nuestro sistema en particular, brindard resultados
dentro de los limites especificados.

La existencia de Procedimientos Normalizados de
Trabajo, en los que se detalla, de modo especifico, el conjunto
de actividades a realizar cuando se utiliza un instrumental
determinado, es de vital importancia. Esto estd en consonan-
cia con otro aspecto que es imprescindible en lo que se refiere
ala aplicacién de métodos de control de calidad y nos estamos
refiriendo a la documentacién relacionada con la aplicacién
del método, con la obtencién de datos “crudos”, con la elabo-
racién de resultados finales, con la aplicacién de métodos
estadisticos que avalen dichos resultados, etc.

Para que los métodos de control de calidad propor-
cionen garantias suficientes de que cualquier unidad de dosifi-
cacién, dentro de un lote, cumpla con los criterios de acepta-
cién correspondientes, se debe combinar la ejecucién de los
ensayos analiticos con adecuados procedimientos de muestreo

que confieran una proteccién suficiente al fabricante para no
liberar al mercado productos defectuosos, y lo que es mds
importante aun, evitar que lleguen a los pacientes medica-
mentos que se desvian de las caracteristicas de calidad que
deben cumplir.

Por ello, la calidad de los medicamentos es la suma
de todos los factores que contribuyen directa o indirectamen-
te, a la seguridad, efectividad y aceptabilidad del producto.
Todos los productos farmacéuticos deberian usarse solamente
después de que se demuestre que cumplieron con los siguien-
tes requerimientos: GMP, controles de calidad e intercambia-
bilidad. Porqué es importante este Gltimo requisito? Porque
las normativas vigentes autorizan al farmacéutico a sustituir
medicamentos conteniendo el mismo principio activo, en
igual dosis, forma farmacéutica y similar cantidad de unida-

des.

Por otra parte, los laboratorios de control de calidad
hoy en dia deben organizarse de tal manera que trabajen bajo
estrictas normas de Buenas Pricticas de Laboratorio (GLP),
asegurando que los resultados obtenidos en dicho laboratorio
sean confiables, para lo cual se deben disponer de reglas,
procedimientos y précticas que aseguren la calidad y rectitud
de dichos resultados.

Los ultimos avances en calidad estin dados por el
Proceso PAT (Process Analytical Technology) 6 Tecnologia
Analitica de Proceso, al cual podemos definir como una opor-
tunidad para mejorar y optimizar los procesos productivos y la
calidad de los productos farmacéuticos. PAT es un sistema
para disefiar, analizar y controlar la elaboracién por medio de
medidas en linea de los atributos definidos como criticos en
las materias primas, productos intermedios, terminados y en
el proceso en si mismo. El término “analitico” en PAT tiene
una definicién amplia, abarcando cuestiones quimicas, fisicas,
microbiol6gicas, matematicas y de andlisis de riesgo, trabajan-
do en forma conjunta.

Los objetivos de trabajar con PAT son, entre otros,
incrementar profundamente el conocimiento de los procesos
productivos. El concepto de “calidad por disefio” se basa en
este conocimiento acabado del proceso ya que solo con este
conocimiento vamos a ser capaces de monitorear y controlar
efectivamente un proceso. Debemos conocer los puntos
criticos y saber qué propiedades medir en los mismos. Trabajar
activamente para reducir la variabilidad de los mismos y
reducir los muestreos y andlisis off-line. Predecir la calidad del
producto final por medio de medidas efectuadas en diferentes
pasos de la elaboracién del mismo.

Esto permitird la liberacién rapida de productos y la
desaparicién de eventuales “sorpresas desagradables” cuando
se estd esperando la salida de un producto, asi como minimi-
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zar los potenciales riesgos de no conformidades y problemas
regulatorios.

PAT es una forma de control de calidad “en linea”
que permite realizar pequefios ajustes en un lote en tiempo
real, de modo que se pueda mantener su calidad y completar
el proceso de acuerdo con un programa establecido. Un
sistema PAT consiste en sensores conectados en red a
sistemas computacionales que realizan aplicaciones analiticas
para procesar en tiempo real datos en bruto sobre los lotes.
No obstante, si no se cuenta en forma permanente con
computadoras, redes y sistemas de almacenamiento adecua-
dos, los sistemas PAT seran menos utiles que los procesos
manuales. La infraestructura IT (Tecnologia de la Informa-
cién) debera superar niveles estindar de confiabilidad, dispo-
nibilidad y tiempo de funcionamiento.

Resumiendo, un paciente debe tener la certeza que el
medicamento que consume: no se haya contaminado, se haya
fabricado de acuerdo a una formulacién correcta, permanezca
en su estado original y no se haya deteriorado y se encuentre
en un envase correcto e inviolable, para evitar dafios o conta-
minaciones en su transporte y almacenamiento. Pero volva-
mos al objetivo de esta presentacién: para obtener un medica-
mento seguro no solo es necesario el control de calidad del
mismo, sino que ese control deberd ser realizado con calidad,
si a esto le sumamos la elaboracién previa, también hecha “con
calidad” podemos concluir que la calidad deberd acompaiar a
un medicamento desde su génesis hasta que llegue a manos
del paciente. Y también quiero volver a Aristételes: ...Ja
excelencia, entonces, no es un acto, sino un hdbito... Y cuando de
medicamentos y salud hablamos la excelencia es la calidad, asi
entonces podremos decir: “la calidad, entonces, no es un acto,
sino un hdbito”
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Nueva Evidencias del papel del Péptido Natriurético Tipo C en la funcionalidad vascular.
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Resumen

Es ampliamente conocido que la funcién cardiovas-
cular y la homeostasis hidrosalina son controladas por
complejos mecanismos que incluyen diferentes factores
estructurales y funcionales. Existen evidencias de que tanto el
péptido natriurético tipo C (CNP) como el sistema del 6xido
nitrico (NO) se encuentran estrechamente relacionados con
la regulacion del tono vascular (Moncada S y Higgs A, 1993;
Simon Ay col, 2009).

El NO es liberado por el endotelio vascular en
respuesta a factores humorales y al aumento en las fuerzas de
rozamiento, mientras que el CNP se encuentra marcadamente
expresado en células endoteliales y es liberado en respuesta a
factores de crecimiento y aumento de fuerzas de rozamiento.
En vasos de resistencia coronarios y mesentéricos, el CNP
actia como el factor hiperpolarizante derivado de endotelio
induciendo relajacién a través de la interaccién con el receptor
natriurético tipo C (NPR-C) (Chauhan SD y col, 2003).
Brunner y col demostraron ademds que en la relajacion
inducida por el CNP sobre los vasos coronarios participa la via
NO-cGMP (Brunner F y col, 2001) promoviendo la activa-
cién de protein-kinasas dependientes de cGMP y la fosforila-
cién de proteinas implicadas en la defosforilacién de cadenas
livianas de la miosina, que es una condicién previa para la
relajacion del musculo liso.

Los efectos celulares del CNP son mediados princi-
palmente por una guanilil-ciclasa (GC) particulada o de
membrana acoplada a los receptores natriuréticos tipo B
(NPR-B) y por la activacién de una adenilil-ciclasa o de una
fosfolipasa C (PLC) a través del NPR-C (Arejian M y col,
2009; Anand-Srivastava MB, 2005; Murthy KS y col, 2000).
EINO, en cambio, se une al grupo hemo de una GC soluble o
citosélica, con un efecto modulador alostérico sobre la activi-
dad de la enzima, que resulta en un aumento de los niveles de
c¢GMP. Este aumento de la produccién de cGMP, similar al
producido por el CNP a través de la GC de membrana, lleva a

una disminucién de los niveles intracelulares de Ca** a través

de una cascada de multiples reacciones (Moncada S y col,
1991).

Si bien se conocen acciones beneficiosas del CNP
sobre distintos lechos vasculares, la mayoria de los mecanis-
mos a través de los cuales ejerce sus efectos vasculares y su
relacién con la fisiopatologia de la hipertensién arterial atin no
estin completamente dilucidados. Por ello, el objetivo de este
trabajo fue estudiar los efectos del tratamiento agudo con
CNP sobre el sistema del NO vascular en ratas jévenes adultas
espontineamente hipertensas (SHR).

Materiales y métodos:

Animales: Se emplearon ratas macho SHR y contro-
les normotensos (WKY) de 16 semanas de edad.

Protocolo I: Las ratas fueron infundidas con NaCl
0,9%p/v (grupos WKY- y SHR-NaCl) o CNP (bolus
10mg/kg +infusién 1mg/kg.min, grupos WKY- y SHR-
CNP) durante 60 minutos. Se midi6 la presion arterial media
(PAM, mmHg) en arteria femoral y se recolecté orina para
determinar excrecién de nitritos y nitratos (NOx,
nmol/min.100g peso corporal). Al finalizar el periodo experi-
mental, los animales fueron sacrificados por decapitacién. Se
extrajo la arteria aorta (Ao) para determinar la actividad de
NO sintasa SNOS, pmol [U14C]L—citrulina/g tejido.min)
utilizando [U 4C]L—arginina como sustrato y la expresién de
NOS endotelial (eNOS) e inducible (iINOS) por Western
Blot.

Protocolo II: SHR y WKY fueron sacrificadas, se
extrajo Ao, se midi6 la actividad NOS en presencia de CNP
(1uM), L-NAME (1pM,, inhibidor de NOS), calmidazolium
(Cz, 1pM, bloqueante de calmodulina), 7-nitroindazol (7-NI,
10pM, inhibidor nNOS), aminoguanidina (AG, 1mM,
inhibidor iNOS), anantina (A, 100nMV, antagonista NPR-
A/B), cANP4_53 (1 pM, agonista NPR-C), toxina Pertussis
(TxP, 800 ng/ml, inhibidor G11_7).
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Protocolo II1: Se determiné la reactividad vascular
en ratas Wistar normotensas y SHR. Se extrajo la Ao toricica
descendente y se cortaron anillos de 3-5 mm, con (CE) y sin
endotelio (SE), que se suspendieron en solucién Krebs (Oy
95% y COy 5%, 37°C, pH=7,4), y se equilibraron 60 minutos
ajustando a una tensién basal 6ptima de 1 g. Se
pre-contrajeron con fenilefrina (10 pM) y se midié tension
isométrica (g) utilizando un transductor de fuerza ante el
agregado de concentraciones crecientes de CNP y/o
L-NAME (10 pM). Los resultados se expresaron como

porcentaje de relajacion (%).

Anilisis estadistico ANOVA de dos factores, test a

posteriori Bonferroni y t test.

Resultados:

Las ratas SHR, como era de esperar, presentaron
valores significativamente mayores de PAM comparado con
las WKY. El tratamiento con CNP disminuyé la PAM en
ambos grupos de animales y esta caida fue similar en SHR y
en WKY (WKY-NaCl=102+5; WKY-CNP=86+3%
SHR-NaCl=185+6%; SHR-CNP=168+5#; *p<0,01 vs WKY-
NaCl, #p<0,01 vs SHR-NaCl; n=8 ratas/grupo).

La excrecién de los metabolitos del NO fue significa-
tivamente mayor en los animales hipertensos que en sus
controles normotensos. EIl CNP produjo un aumento signifi-
cativo en la excrecién de NOx en ambos grupos, sin embargo
dicho incremento fue menor en las SHR que en las WKY,
indicando una menor respuesta del sistema del NO en los
animales hipertensos (WKY-NaCl=1.01+0,12;
WKY-CNP=1,38+0,09% SHR-NaCl=1,48+0,10%
SHR-CNP=1,80+0,11#; *p<0,01 vs WKY-NaCl, #p<0,01 vs
SHR-NaCl; n=8 ratas/grupo).

La actividad basal de la NOS en la arteria, fue mayor
en las ratas SHR que en las WKY. El CNP aument? la activi-
dad de la enzima, en ambos grupos de animales. Sin embargo,
la estimulacién de la NOS inducida por el CNP fue menor en
los animales hipertensos que en sus controles normotensos,
sugiriendo que existen alteraciones en la respuesta al péptido
(WKY-NaCl=199+8; WKY-CNP=296+9%
SHR-NaCl=349+9% SHR-CNP=402+10#,  *p<0,01vs
WKY-NaCl, #p<0,01vsSHR-NaCl) A
Wistar(CNP-NaCl)=97+9; ASHR(CNP-NaCD=5374,
Ap<0,01 vs AWistar(CNP-basal); n=8 ratas/grupo).

Si bien se observé reactividad positiva en la arteria
aorta para las isoformas eNOS e iNOS en ambos grupos de
animales, el CNP no modificé sus niveles proteicos, indicando
que la expresién de estas isoformas no se ve afectada por la
infusién aguda con el péptido en la arteria aorta.

El agregado de CNP iz vitro indujo un aumento en la activi-
dad de la NOS vascular, sugiriendo que la estimulacién de la

enzima es independiente de los cambios hemodindmicos
provocados por el péptido. La actividad basal de la NOS
vascular fue significativamente mayor en SHR que en WKY
(Tabla 1). El agregado de L-NAME, inhibidor de la NOS, al
medio de incubacién, disminuyé significativamente la activi-
dad basal de la enzima en la arteria aorta, en WKY y en SHR,
indicando que existe actividad especifica de la NOS en condi-
ciones basales en este tejido (Tabla 1). Como se observé en los
experimentos in vivo, el aumento en la actividad de la NOS
inducido por el CNP fue menor en SHR que en WKY,
indicando que la respuesta del sistema del NO al péptido se
encuentra alterada en los animales hipertensos comparado con
los normotensos.

En ambos grupos de animales, el agregado de Cz
provocé una caida en la actividad basal de la NOS. El bloqueo
de la nNOS no modificé la actividad basal de la enzima ni la
inducida por el CNP (Tabla 1). La AG provocé una disminu-
cién de la actividad basal de la NOS en ambos grupos de
animales, que fue mayor en SHR que en WKY, indicando que
esta isoforma seria la responsable de la mayor actividad basal
del sistema del NO vascular, observada en este modelo de
hipertensién. El bloqueo de la iNOS sobre la actividad basal
de la NOS, asi como sobre la actividad inducida por el péptido,
fue similar, indicando que la isoforma inducible no es estimu-

lada por el CNP (Tabla 1).

El aumento en la actividad de la NOS inducido por
el CNP fue suprimido por el agregado de Cz en ambos
grupos, sugiriendo la participaciéon de una isoforma de

NOS/Ca2+-calmodulina dependiente (Tabla 1).

La actividad de la NOS inducida por el CNP en la
arteria aorta no se modificé en presencia del bloqueante de
NPR-A/B en WKY y en SHR (Tabla 1). Estos resultados
sugieren que los receptores NPR-A/B no se encontrarian
involucrados en la activacién de la NOS mediada por el CNP
en la aorta, tanto en los WKY como en SHR. El aumento en
la actividad de la enzima inducido por el agregado in vitro de
cANP4_33, agonista especifico del NPR-C, fue similar al
observado con CNP, indicando que en la arteria aorta el recep-
tor involucrado en la activacién de la NOS via CNP seria el

NPR-C (Tabla 1).

La TxP, que inhibe las proteinas Gi1-2, también
bloqueé totalmente el efecto del CNP sobre la actividad de la
NOS vascular, tanto en los tejidos de los animales hipertensos
como en los de los normotensos (Tabla 1).

En la figura 1 se observa que si bien las respuestas
méximas fueron similares en ambos grupos de animales, se
observé una disminucién de la potencia del CNP en las ratas
hipertensas respecto de los animales normotensos.
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Discusion:

En este modelo de hipertensién arterial los valores
elevados de PAM estin acompafiados por una mayor produc-
cién sistémica de NO y una actividad basal de la NOS vascular
aumentada, indicando que el sistema del NO se encuentra
sobreactivado en SHR adultas. La iNOS serfa responsable de
dicha actividad basal aumentada, sin embargo no participaria
en la estimulacién inducida por CNP. Nuestros resultados
muestran que la isoforma involucrada en la interaccion entre
CNP y NO es la eNOS Ca2+-calmodulina dependiente.
Tanto en los estudios in vivo como in vitro se observa que la
activacién de la NOS inducida por el CNP es menor en los
animales hipertensos. Ademds, en los estudios in wivo,
nuestros resultados muestran que el efecto hipotensor del
CNP también es menor en SHR que en WKY, lo cual podria
indicar que la respuesta disminuida del sistema del NO vascu-
lar al CNP podria ser responsable al menos en parte, de los
valores elevados de presién arterial observados en este modelo
de hipertensién.

Perspectivas:

El péptido natriurético tipo C no ha encontrado ain
su lugar dentro de las estrategias farmacoldgicas desarrolladas
para el tratamiento de la hipertensién arterial y patologias
asociadas. Dado que los efectos beneficiosos del CNP a nivel
vascular se traducen en una mayor respuesta vasodilatadora y
un mejoramiento del flujo sanguineo, el estudio de los meca-
nismos moleculares en modelos de hipertensién arterial y su
relacién con otros sistemas reguladores como el sistema del
NO, pueden contribuir en el desarrollo de nuevas estrategias
terapéuticas.

Actividad NOS (pmol / g tejido.min)
WKY SHR
Basal 208.8+3.3 365.7+6.9*
CNP 311.4+5.4* 429.6+4.9#1
CNP+L-NAME 92.7+4.8*t 150.7+8.3#f

Tabla 1: Efecto del CNP sobre la actividad de la NOS en ratas
SHR

Wistar Ribed SHR
100 1004 -m SE+CNP
=&~ L-NAME + CNP
50

Relajacion (%)

—t 4+t 0
42 41 10 9 B8 T -6
Log (M)

42 41 40 8 8 7 6
Log (M)

Figura 1: Efecto del CNP sobre el tono vascular en ausencia
de endotelio y ante el agregado de L-NAME en ratas SHR

Los valores se expresan como media = ESM (n=6
ratas/grupo), ANOVA, test a posteriori de Bonferroni. *
p<0.01 vs CNP.

CNP+L-NAME 92.74.8°1 150.7+8.3%1
CNP+Cz 120.626.1°T 170.6+7.9%1
CNP+7-Ni 315.5£9.2" 433.2+10.8%
AG 182.548.7" 305.5+9.3#
CNP+AG 289.3:9.51 370.7+9.3F
CNP+A 310.16.8* 430.3+7.7#
CANP, 25 312.123.9° 430.0+4 3%
CNP+cANP,, 315.64.8° 428.815 6#
CNP+TxP 204.1£9.71 359.9+12.8%

Los valores se expresan como media = ESM (n=8
ratas/grupo), ANOVA de dos factores, test a posteriori
Bonferroni. * p<0.01 vs WKY basal, # p <0.01 vs SHR basal;
T p<0.01 vs CNP-WKY; # p<0.01 vs CNP-SHR.
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Resumen

La bomba de Ca® de membrana plasmitica
(PMCA) es una proteina integral de membrana esencial para
el mantenimiento de la concentracién de Ca®* intracelular. Su
funcién es transportar calcio hacia el exterior celular contra el
gradiente electroquimico, impulsado por la hidrélisis de una
molécula de ATP por cada catién transportado. La PMCA
pertenece a la familia de las P-ATPasas, cuya caracteristica
comun es la formacién de un intermediario de reaccién fosfo-
rilado 4cido estable.

El ciclo de reaccién de la PMCA involucra interme-
diarios fosforilados y transiciones conformacionales, tanto
entre formas fosforiladas (E1P<~—E2P) como desfosforiladas
(E1—Ez). Se postula que el Ca®* se encontraria ocluido en la
forma E1P luego de unirse a sitios citoplasmaticos de la
enzima y antes de ser liberado al exterior celular, que ocurriria
luego de la transicion EiP—E:2P. Se define como estado
ocluido al estado en el cual el i6n a ser transportado se encuen-
tra oculto en la membrana, inaccesible tanto al medio externo
como al medio interno de dicha membrana. Se cuenta con
escasa informacion sobre estos intermediarios debido princi-
palmente a dificultades metodoldgicas como la escasa concen-
tracién de PMCA en las membranas naturales. Por lo tanto, es
de interés emprender estudios sobre la participacién de los
intermediarios con Ca** ocluido en el ciclo de reaccién de la

PMCA.

El objetivo de este trabajo es identificar y caracterizar
el o los intermediarios con Ca** ocluido en la PMCA. Para
esto desarrollamos un procedimiento que permite medir la
oclusién de Ca** en microsomas con PMCA. Esto incluye un
sistema de sobreexpresién de la Ca®*~ATPasa y el uso de un
aparato de mezclado rdpido combinado con una cdmara de
filtrado, el cual permite el aislamiento de la enzima y la poste-
rior cuantificacién del 45Ca®* retenido (Cayer).

Medidas de la cantidad de Cay en funcién del tiempo
presentaron un comportamiento bifisico con una primera fase

rdpida y una segunda lenta. Cuando medimos el Cay en
funcién del tiempo en presencia de lantano, inhibidor del
transporte de Ca®* que bloquea el cambio conformacional
E1P—E2P produciendo una acumulacién de E1P, se observé
que el comportamiento continuaba siendo bifdsico aunque la
amplitud de la segunda fase era menor. La primera fase
mostré una amplitud del mismo orden de la cantidad de
PMCA activa medida en las mismas condiciones experimen-
tales. Mediante el tratamiento con alameticina, un péptido
que forma canales en la membrana, se eliminé en gran parte la
segunda fase lenta sin afectar la fase rdpida. El calcio retenido
medido en presencia de alameticina fue entonces denominado
calcio ocluido (Ca,) por las vesiculas conteniendo PMCA.
Demostramos que el Ca,) medido era un verdadero interme-
diario del ciclo catalitico de la PMCA. Para ello medimos el
Ca,, en estado estacionario en medios de reaccién contenien-
do concentraciones de Ca** que variaron entre 2'y 70 pM. La
cantidad de Ca,j, en presencia de ATP, aument6 hiperbélica-
mente con la concentracién de Ca** con un valor de Ky 5 de
12.7 + 2.2 uM, este valor no fue significativamente diferente al
obtenido para la actividad Ca**-ATPasa (12.5 + 1.3 uM).

Las medidas de la cantidad de fosfoenzima y del
Cayq en presencia de lantano, permitieron obtener una
relacién de ~1 mol Ca,/mol de fosfoenzima. Esta relacién es
compatible con la estequiometria de trasporte aceptada para la
PMCA donde un mol de calcio es transportado por mol de
ATP hidrolizado. Ademis, se midi6 la cantidad de interme-
diario fosforilado y de Ca,,] en funcién del tiempo, en presen-
cia de lantano y bajo las mismas condiciones experimentales, y
se obtuvieron coeficientes de velocidad no significativamente
diferentes. Indicando que la formacién de la fosfoenzima E1P
y la oclusién de calcio son eventos simultdneos.

Estos resultados sugieren que hemos identificado un
intermediario con calcio ocluido, que éste se encuentra en el
E1Py que la oclusién de calcio es concomitante con la fosfori-
lacién de la enzima en E1P
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Premio 2011: “ViCTOR NETHOL” Area Cosmética

“El desafio de evaluar la irritacion ocular en cosmética”.

Por Dra. Susana Beatriz Gorzalczany y Lic. Diana Geraduzzi

Resumen

El ser humano incorpora en su vida cotidiana el
empleo de diferentes compuestos quimicos y/o mezclas de
ellos con el fin de mejorar su salud, pero también su bienestar
fisico, psicolégico y sus condiciones de vida. Se emplean
medicamentos, productos cosméticos y de limpieza con dicho
fin. Aunque estd ampliamente aceptado que la utilizacién de
un medicamento requiere que el beneficio a su empleo sea
superior a los riesgos que pueda generar el mismo, este
concepto, es extrapolable a los diferentes compuestos quimi-
cos a los que el humano estd expuesto cotidianamente. La
situacién ideal es aquella en la que su uso aporta un efecto
beneficioso sin que implique ningtn riesgo para el usuario. Sin
embargo, esta situacién ideal no siempre puede traducirse en
una situacién préctica, por lo que se debe intentar reducir al
minimo posible los riesgos para la poblacién.

Todo compuesto quimico novedoso debe ser evalua-
do, desde diferentes aspectos para garantizar las bondades de
su empleo, como asi también sus riesgos. La evaluacién de un
potencial efecto téxico debe ser abordada desde diferentes
aspectos, unos mas generales, como los estudios de toxicidad
aguda, subaguda y crénica y otros mds especificos como los
estudios de teratogénesis, mutagénesis, ensayo de sensibilidad,
de irritacién dérmica entre varios mds.

La evaluacién de la actividad, empleando animales
de laboratorio, es cominmente utilizada en la industria farma-
céutica, especialmente aquella especializada en productos
bioldgicos, tales como hormonas, productos derivados de la
sangre, entre otros. Sin embargo cuando se habla de estudios
que evaltan la seguridad, no solamente le compete al drea
farmacéutica, sino también a otro tipo de actividades. Los
productos cosméticos, aquellos empleados para la limpieza de
hogares, cominmente denominados domisanitarios, pestici-
das y sustancias quimicas empleadas en diferentes industrias
son algunos ejemplos de productos no farmacéuticos de los

cuales se debe garantizar su seguridad para poder ser emplea-
dos por la sociedad.

En 1959, William Russel y Rex Burch publican “The
principles of humane animal experimental techniques” y
enunciaron por primera vez, los principios de las 3 R: Reduc-
cién, Refinamiento y Reemplazo. Este trabajo tenia como
objetivo, propender al tratamiento humanitario de los anima-
les de experimentacién. Para los autores, el término Refina-
miento se relaciona con la modificacién de cualquier procedi-
miento durante la vida del animal de laboratorio que minimi-
ce el dolor, el sufrimiento o el stress experimentado por el
mismo. El concepto de Reduccién estudia las diferentes estra-
tegias que permiten la utilizacién de menor cantidad de
animales con el objetivo de contar con la misma informacién
o maximizando la informacién obtenida por cada animal. El
término Reemplazo sugiere priorizar los procedimientos que
no empleen animales de laboratorio. Estos conceptos plantean
un cambio de paradigma en la forma de acceder al conoci-
miento, recurriendo en primeras instancias, a modelos que no
sean in vivo dejando el estudio en los modelos animales (7
vivo) para etapas ulteriores, con el objetivo de avalar, verificar
y confirmar aquellos resultados obtenidos en etapas prelimi-
nares. En consecuencia, El principio de las 3Rs ofrece un
marco tedrico 16gico y adecuado, permitiendo avanzar en la
resolucién de los cuestionamientos planteados a la experimen-
tacién in vivo.

En los dltimos afios estos principios han inspirado
varias regulaciones logrando la armonizacién de guias de
alcance internacional.

En el caso particular de los productos cosméticos
introducidos en el mercado, éstos no deben causar dafio a la
salud humana si son utilizados de manera razonable acorde al
uso propuesto. En consecuencia, la evaluacién de seguridad
aplicada para este tipo de productos recae sobre la industria
participante de su elaboracién. Sin embargo, otras entidades
con fines de contralor o de investigacién de nuevos ingredien-
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tes o formulaciones, deben contar con estrategias para avalar la
seguridad de estos productos.

Dado que el ojo estd expuesto al ambiente, resultan-
do vulnerable al efecto de agentes fisicos o quimicos que
pudieran ocasionar alteraciones, dafio o pérdida de la visién,
una de las cuestiones fundamentales a considerar en la evalua-
cién de la seguridad de los productos cosméticos es la irrita-
cién ocular.

En 1940, John Draize, trabajando en la FDA (Food
and Drug Administration), comenzé a estudiar un método
que le permitiera cuantificar la toxicidad de compuestos
tépicos, publicando finalmente en el afio 1944 las conclusio-
nes de sus trabajos, transformdndose en el cominmente cono-
cido test de Draize y siendo la publicacién toxicolégica mds
citada durante el siglo 20. Este test permitié evaluar el estado
de irritacién ocular, definida como la produccién de cambios
en el ojo, inducidas por la aplicacién de una sustancia en
estudio en la parte anterior del mismo y que es completamente
reversible dentro de los 21 dias de su aplicacién. En cambio, la
corrosién ocular genera un dafio severo en el tejido, que
compromete la visién y que no se revierte completamente
luego de los 21 dias. Durante muchos afios este fue el tnico
test disponible para evaluar la potencial irritacién y/o corro-
sién ocular y empleando su estrategia de estudio se evaluaron
diversos agentes quimicos utilizados en diferentes dreas,
cosmética, farmacéutica y también quimica. Sin embargo, en
los ultimos afios estos estudios comenzaron a ser cuestionados,
iniciando una fuerte presién para favorecer la implementacién
de ensayos que no involucren animales de laboratorio, descri-
biéndose razones éticas, econémicas, cientificas y legales para
avalar la implementacién de otro tipo de metodologias. Se han
descripto varios métodos que fomentan el concepto de Reem-
plazo para la evaluacién de irritacién ocular. Entre ellos, el
RBC (Red blood cell) es un procedimiento basado en el uso de
eritrocitos con el objetivo de cuantificar los efectos adversos de
surfactantes sobre la membrana citoplasmatica (hemdlisis) en
combinacién con el dafio a las proteinas celulares liberadas
(desnaturalizacién). Estos cambios pueden ser detectados
evaluando la absorbancia espectrofotométrica de la hemoglo-
bina, indicador de ambos procesos, discriminando el dafio
ocasionado a la membrana y/o a las proteinas celulares, como
criterios principales de valoracién y que se correlacionarian
con las potenciales lesiones inducidas en la conjuntiva y la
cérnea del ojo.

Para el presente estudio se emplearon 13 formula-
ciones cosméticas conteniendo surfactantes en su férmula y
que fueron adquiridas en establecimientos comerciales en la
Ciudad Auténoma de Buenos Aires, Argentina, las cuales
fueron evaluadas por un método iz vive y por un método in
vitro. Se empleé el procedimiento descripto por Draize y col.

en 1944 y la OECD N°405 para la evaluacién de irritacién

ocular 77 vivo de los productos en estudio y los lineamientos
del protocolo INVITOX N ° 37 con pequefias modificaciones
para el estudio in vifro. Ambos métodos permiten la obten-
cién de una clasificacién desde no irritante hasta muy irritante
de las muestras sometidas a analisis.

Un aspecto crucial, en los métodos in vitro, es que los
mismos tengan un poder predictivo adecuado. Para abordar
este aspecto, debemos realizar ensayos que empleen ambos
métodos (in vivo e in vitro) y compararlos. En el caso que nos
compete el ensayo in vivo (test de Draize), tiene una larga
historia que lo respalda como buen predictor de riesgo de
irritacién ocular por haber sido y seguir siendo ampliamente
usado. Sin embargo, los ensayos iz vitro propuestos necesitan
demostrar su valor predictivo y su confiabilidad. En este traba-
jo de investigacién el grado de correlacién existente entre
ambos se obtiene empleando como pardmetro del ensayo in
vivo el score promedio maximo (SPM) y del ensayo in vitro el
valor de  Hso/DI (relacién entre la concentracién de cada
muestra que indujo la lisis del 50 % de los glébulos rojos y el
indice de desnaturalizacién de la hemoglobina que produce la
misma).

El andlisis comparativo demuestra que no todos los
productos estudiados presentan el mismo grado de irritacién
en ambos métodos, especialmente, cuando las muestras son
potenciales agentes irritantes de grado rmedio (leves o mode-
rados). En este punto, es importante aclarar que una de las
criticas al ensayo in vivo es el componente de subjetividad del
investigador para asignar los scores propuestos por el método,
lo que podria favorecer la asignacién diferencial de clasifica-
cién en ambos métodos analizados. Por otra parte, como
cualquier método de anilisis, el ensayo iz vizro ha demostrado
tener falsos positivos (aquellos en los que el estudio in vivo,
tomado como referente dio negativo) y falsos negativos
(cuando el test de Draize mostré un grado de irritacion). Los
coeficientes de correlacién de Pearson de 0,6479 y correlacién
de Spearman de 0,6324 obtenidos demuestran cierto grado de
correlacién entre ambos estudios.

El ensayo in vitro seleccionado ha sido disefiado para
evaluar agentes quimicos cuyo efecto primario es el de produ-
cir la lisis de las membrana y/o la desnaturalizacién de las
proteinas. Los tensioactivos, debido a su capacidad de interac-
cionar con los lipidos de la membrana, pueden disminuir la
tensién superficial, causando lisis y liberando hemoglobina
(hemolisis) o producir dafio a proteinas celulares
(desnaturalizacién). Muchas formulaciones
contienen tensioactivos que, a pesar de su gran utilidad,
pueden desencadenar reacciones irritantes en la piel y las
mucosas. Ademids en los tltimos afios las moléculas surfactan-
tes han sido un foco de interés en el 4mbito cientifico y tecno-
légico, con el objetivo de generar nuevos tensioactivos. Esta
situacién torna al ensayo de hemdlisis de eritrocitos de suma

cosmeéticas

18



Anales 2011 - Dra.Susana Gorzalczany y Lic. Diana Gerarduzzi

utilidad, cuando se hace imperioso el andlisis del potencial
irritante de estos agentes en etapas de desarrollo.

Del anilisis actual de la situacién de métodos
alternativos disponibles para estudiar la toxicidad in wvitro de
diferentes agentes, se desprende la imposibilidad de contar
con un solo modelo in witro representativo de la respuesta
potencialmente irritante o corrosiva iz vive, debido a que cada
uno de los métodos sometidos a investigacién abordan sélo
una parte de los mecanismos posibles que generan irritacién.
Por lo tanto, ain cuando el ensayo de hemdlisis en eritrocitos
no refleje fielmente la respuesta iz vivo resulta ser una herra-
mienta adecuada para ser empleada en las rutinas de laborato-
rio como parte de un grupo de ensayos preliminares para
evaluar el potencial irritante de diferentes agentes, aunque
circunscripto a aquellos que presenten tensioactivos en su
formulacién.

Del anilisis del ensayo en glébulos rojos seleccionado
se desprenden varias ventajas. En primer lugar, que los reacti-
vos empleados son de origen nacional, facilitando su disponi-

bilidad y accesibilidad. En segundo lugar, que el equipamiento
de laboratorio necesario para su implementacién es simple sin
la necesidad de una infraestructura compleja y que el costo de
la realizacién del ensayo es bajo. Ademds, como punto impor-
tante a considerar, tanto el manipuleo como la conservacién de
los materiales empleados no presentan grandes dificultades.
De todo lo antedicho se puede concluir que el ensayo resulta
ser econémico, ficil de reproducir, rdpido y con buena poten-
cialidad predictiva.

La informacién suministrada por esta investigacién
aumenta el cuerpo de la evidencia para respaldar este ensayo,
especialmente a nivel regional, ya que las muestras estudiadas
y los reactivos empleados pertenecen al mercado argentino y
plantea una estrategia de andlisis que nos ofrece la posibilidad
de reducir e incluso evitar, en determinadas circunstancias, la
experimentacién con animales.
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Premio 2011: “LUIS DE PRADO” Area Legislacion

“Legislacion de medicamentos y desarrollo de la industria farmacéutica
antes de la ley Odfativia. Los productos con pirazolonas”.

Por Inés M. |. Bignone, Roberto A. Diez

Introduccion

El estudio histérico del desarrollo de las regulaciones
farmacéuticas en Argentina es relativamente escaso. Se desta-
ca la cldsica obra de Francisco Cignoli (1), que describe buena
parte de las variables relevantes, a través de la historia de la
Asociacién Farmacéutica Bonaerense y las entidades que la
continuaron, y su érgano de expresion, la Revista Farmacéuti-
ca. Nos propusimos retomar algunos de sus anlisis, buscando
casos que se relacionaran con su anticipado desarrollo de “una
industria farmacéutica enteramente autéctona, susceptible de
adaptarse con éxito a las modalidades de la postguerra”. En
este ensayo se analizarin algunas normas en vigencia en
Argentina, entre 1905 y 1964, para enmarcar, desde el Estado,
el funcionamiento de la industria farmacéutica, enfatizando
las relevantes para el periodo inmediatamente posterior al
estudiado por Cignoli. En particular, se analizara el caso de un
producto farmacéutico que pareceria corresponder a un genui-
no desarrollo local, que habria tenido comercializacién hasta
los inicios de la década del ’60, aunque no ha llegado a
nuestros dias.

Materiales y Métodos

Para la realizacién de este trabajo se consulté el
Archivo de la Administracién Nacional de Medicamentos,
Alimentos y Tecnologia Médica (ANMAT), el Archivo de
Facultad de Medicina de la UBA (para consultar el legajo del
Dr Miguel E. Jorg), 1a Biblioteca de la Facultad de Medicina
de la UBA, el Boletin Oficial de la Republica Argentina y la
base de datos de la National Library of Medicine de EEUU

(mediante su buscador, Pubmed).

Desarrollo

A lo largo del siglo XX surgié la necesidad de dispo-
ner de un marco juridico que garantizara el funcionamiento de
la regulacién farmacéutica y diera poder a las instituciones
responsables de su control, lo que dio origen a lo que suele
denominarse hacia fines de ese siglo "agencia reguladora de
medicamentos", ejemplificada por la FDA de los EEUU, la
EMA de la Unién Europea o, en Argentina, la ANMAT. En
este trabajo nos referiremos sélo a una parte de tales activida-
des (las condiciones de registro sanitario de un producto

farmacéutico) en el periodo que va desde la primera ley que en
1905 atribuye incumbencia al Estado en la regulacién farma-
céutica, hasta la aparicién de la actual ley de medicamentos, de
1964, analizando algunas de sus caracteristicas y cotejando ese
marco con algunos estudios de caso, en relacién a desarrollo de
la industria farmacéutica en el pais.

En nuestro andlisis intentaremos mostrar que, en
contra de esa caracterizacién, en el periodo considerado
(1905-1964) existi6 alguna capacidad de innovacién e incluso
de desarrollo de productos innovadores con moléculas nove-
dosas, particularmente en el contexto de la politica de sustitu-
cién de importaciones que caracterizé la economia argentina
en los afios 40 y “50. Para otros aspectos en cambio, utilizare-
mos las mismas categorias de anilisis que Santoro (2000).
Como se menciond, parte del periodo a considerar es el deno-
minado "de sustitucién de importaciones"; durante el mismo,
tanto a nivel mundial como local, era de importancia critica el
desarrollo de la farmacoquimica. Para el estindar de la época,
ademds, no era imprescindible la informacién clinica que es
necesaria al presente. Mds atn, no existia el concepto de
biodisponibilidad ni, mucho menos, su aplicacién préctica en
los estudios de bioequivalencia.

Descripcion y andlisis de algunas normativas en vigencia
durante este periodo.

- Ley 4687 (de 1905, también conocida como Ley de
Farmacia), ya muy analizada, que daba incumbencia en el
tema al Departamento Nacional de Higiene.

- Decreto 8891/43, de septiembre de 1943,
cambiando las normas de regulacién de medicamentos por el
Departamento Nacional de Higiene y estableciendo simulti-
neamente un arancel sobre las especialidades medicinales y
otros productos de uso en salud (por ejemplo, placas radiogra-
ficas). Resalta entre los considerandos la reivindicacién de la
potestad del Estado para asignar y cancelar el registro de los
productos farmacéuticos. tales registros, dice, "se otorgan a las
personas fisicas o ideales, son intransferibles, sélo producen
efectos de Derecho Publico... y constituyen simples permisos
de policia a personas determinadas, revocables y modificables
por definicién cuando la autoridad que los otorga lo estime
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conveniente, sin otro limite que la correccién del procedi-
miento administrativo."

Ordena ademis el reempadronamiento de productos
farmacéuticos establecido en la misma norma. También anali-
za y luego, en la parte resolutiva, controla, el comercio exterior
de medicamentos y crea en el Departamento Nacional de
Higiene un organismo oficial especializado, la Comisién
Nacional de Arancel y Contralor de Productos Medicinales,
responsable de ".... todo lo referente a la preparacién y venta de
las especialidades medicinales, recetas magistrales y oficinales,
productos dietéticos y opoterapicos, sueros, vacunas y diversos
agentes curativos, preventivos y de diagndstico (como las
placas radiogréficas), productos quimicos y drogas, tanto de
uso humano como veterinario". Es de resaltar que entre el
decreto original (de 1943) y la efectiva realizacién de la reins-
cripcién pasaron varios afios y se agregaron normas adiciona-
les.

- S. Decreto 29.112/47

Este extenso decreto ordena buena parte de la
normativa previa, con lo que la reglamentacién en vigencia a
partir de su sancién pasa a constar de 136 articulos, varios de
los cuales son relevantes para la industria farmacéutica. El
articulo 75 define qué es para la autoridad una especialidad
medicinal: “todo medicamento industrializado, con férmula
declarada, de composicién y actividad constante, férmula
farmacéutica estable, envase y presentacién uniforme, distin-
guido con un nombre convencional o una marca, y que tiene
por objeto: 1°) introducir en la terapéutica un nuevo elemento
de accién contra la enfermedad; 2°) facilitar las prescripciones
del médico; 3°) brindar una comodidad al enfermo; 4°) resol-
ver mediante formas farmacéuticas perfeccionadas problemas
de dificil o imposible solucién técnica en la farmacia, y 5°) que
pueda ofrecer ventajas al piblico por su estabilidad, esterilidad,
practicidad, simplicidad, etc., o menor costo.

Las categorias eran: a) originales (especialidades
medicinales que resultan de una nueva investigacién, de diver-
sos tipos); b) medicinales (los que sin ser originales, ni magis-
trales, tuvieran un beneficio “por la racional y novedosa asocia-
cién de sus elementos... o porque se trate de una innovacién
en la forma farmacéutica, de una novedad en las indicaciones,
en la técnica de su administracién o en los procedimientos de
elaboracién, tendientes a asegurar su estabilidad o eficacia”); ¢)
magistrales (preparados industriales de formulas de la farma-
copea o similares, cuya ventaja debe surgir del bajo precio al
publico), y d) diversas (las que no se pueden incluir en las
anteriores, incluyendo las de “...accién discutible y de probada
inocuidad, y que por razones psicolégicas o circunstanciales
correspondiera facilitar su expendio...”) La categoria “diver-
sas” es particularmente llamativa, y probablemente apuntaba a
resolver la situacién de varios productos aprobados en la etapa
anterior, sin clara evidencia de utilidad, contrariando parcial-
mente el espiritu del decreto 8891/43 ya mencionado.

Estudios de caso de pirazolonas

En Argentina, segun Jorg (1956), habria existido una
pirazolona  desarrollada  localmente, la  suldipona
(Dimenazona®). En 1954, afio que corresponderia a un
temprano desarrollo del producto (ya que la sintesis se habria
producido en 1953), se evalué un conjunto de propiedades,
que al presente denominariamos como caracteristicas de los
AINE (analgesia, anti-pirexia e inhibicién de la inflamacién).
El segundo trabajo tardé varios afios en aparecer, siendo publi-
cado en 1962, cuando ya el producto se encontraba con varios
afios en el mercado argentino y, probablemente, latinoameri-
cano. En esta comunicacién se analizaron otras propiedades
farmacoldgicas de la suldipona, empleando 5 ensayos diferen-
tes en animales (ratones, ratas y cobayos). Llamativamente,
este segundo estudio no tiene referencias a los pacientes que
podrian haber estado recibiendo suldipona, aunque hace varias
inferencias al respecto. En forma similar a su comunicacién
previa, este trabajo no aparece mencionado en los libros de
texto de la época.
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Premio 2011: “JUAN C. GARCIA FERNANDEZ” Area Toxicologia

“Accidn del Plaguicida Organofosorado Clorpirifos
sobre el crecimiento celular e independiente de estrégenos”.

Por Ventura C', Nufiez M', Martinel Lamas D', Mohamad N', Randi A?,
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Introduccién

Los compuestos organofosforados (OP) constituyen
un grupo de sustancias altamente toxicas, utilizadas en la
actividad agricola para el control de plagas e insectos. En la
Patagonia Norte de nuestro pais se produce la mayor propor-
cién de peras y manzanas de exportacion, fundamentalmente
en el Alto Valle de Rio Negro y Neuquén con cerca de 60.000
Ha de produccién. La aplicacién de insecticidas, principal-
mente organofosforados, representa el mayor riesgo de impac-
to ambiental en esta zona, contaminando aguas superficiales y
subterrdneas, afectando poblaciones de especies acudticas y
poniendo en riesgo la salud humana®*>.
El principal mecanismo de toxicidad de los compuestos
organofosforados es la inhibicién de la enzima acetilcolineste-
rasa. Sin embargo, otros efectos independientes de dicha
inhibicién han sido reportados®.

Entre los plaguicidas organofosforados mds utiliza-
dos se encuentran el metilazinfos y en menor medida el
clorpirifos (CFP), ambos empleados en el control de carpo-
capsa en el Alto Valle.

En los ultimos afios, ha cobrado importancia el
estudio de los contaminantes ambientales en relacién al
desarrollo de cdncer, en especial para el cincer de mama, ya
que muchos de los plaguicidas de uso corriente actiian como
disrruptores endécrinos en los individuos expuestos™®.

El objetivo de este trabajo fue estudiar la accién del
CPF sobre el crecimiento celular en lineas derivadas de carci-
nomas mamarios humanos dependientes e independientes de
estrégenos.

Resultados

1- Efecto del CPF sobre la proliferacién de las

lineas celulares MCF-7 y MDA-MB-231.

Acciéon del CPF sobre la viabilidad celular. La
viabilidad celular fue evaluada mediante el ensayo de M'T'T a
concentraciones de CPF que variaron entre 0.05 y 50 pM. La
viabilidad celular no resulté significativamente disminuida
con las concentraciones de CPF utilizadas, tanto en la linea
MCF-7 como en MDA-MB-231 (figura 1A). Concentracio-
nes de CPF superiores a 50 uM resultaron en una disminu-
cién significativa de la viabilidad celular y se descarté su
empleo para el resto de los experimentos (datos no mostra-

dos).

Efecto del CPF sobre la formacién de colonias.
Con el fin de evaluar el efecto del CPF sobre la capacidad
clonogénica, las células fueron expuestas a diferentes concen-
traciones del téxico durante 10 dias. Se utilizé estradiol (E;)
10 nM como control positivo en la linea MCF-7. El CPF en
concentracién de 50 pM redujo significativamente la capaci-
dad clonogénica en ambas lineas celulares (40 y 60 % para
MCEF-7 y MDA-MB-231 respectivamente). Por otra parte,
CPF 0,05 pM produjo un aumento del 46% en la capacidad
clonogénica de las células MCF-7 mientras que no se obser-

varon diferencias respecto al control en el caso de la linea
MDA-MB-231 (figura 1B).

Accidén sobre el tiempo de duplicacion. Se determi-
n6 el tiempo de duplicacién de las células expuestas al téxico.
Para ello, se expusieron a las células a alta (50 pM) y baja (0,05
pM) concentracién de CPF y se determiné el nimero de las
mismas cada 24 hs durante 4 dias. Como se observa en la
figura 1C, el CPF 50 pM prolongé significativamente el
tiempo de duplicacién en ambas lineas celulares.
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2- Efecto del CPF sobre el ciclo celular

Efecto sobre la distribucién en las diferentes fases
del ciclo. Dada la inhibicién observada en la proliferacién de
ambas lineas celulares expuestas a CPF 50 plV], se determiné
el efecto del téxico sobre la distribucién celular en las diferen-
tes etapas de su ciclo. Este ensayo se realizé por citometria de
flujo, utilizando ioduro de propidio (IP) como sonda fluores-
cente. E1 CPF 50 uM indujo modificaciones en el ciclo celular
en ambas lineas celulares (figura 2). Para las células MCF-7, se
observé un aumento significativo en el porcentaje de células
en la fase S de su ciclo (49 % respecto al control) mientras que
en la linea MDA-MB-231, se encontré un aumento en el
porcentaje de células en fase G2/M (57 % respecto al control).
Por otra parte, concentraciones de CPF inferiores a 50 pM no
generaron modificaciones en la distribucién celular en ningu-
na de las lineas celulares ensayadas.

Efecto sobre la incorporacién de Bromo-
deoxiuridina. Con el fin de evaluar el porcentaje de células en
activa sintesis de ADN, determinamos la incorporacién de
BrdU luego de 24 hs de tratamiento con CPF. Las células
fueron incubadas con BrdU durante 2 hs a 37 °C y, posterior-
mente, se determiné el porcentaje de células positivas por
imnunocitoquimica. En la linea MCF-7 no se observaron

diferencias en el porcentaje de células en sintesis entre el
tratamiento con CPF 50 pM y el control (figura 3). Por otra
parte, el CPF 0,05 pM produjo un aumento significativo en la
proliferacién celular (58 % respecto al control). En la linea
celular MDA-MB-231, no se observaron modificaciones en el
porcentaje de células en proliferacién a las concentraciones
estudiadas.
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Efecto sobre proteinas reguladoras del ciclo
celular. La entrada a la fase S del ciclo celular, se encuentra
controlada por la accién de un complejo proteico formado por
ciclina E y Cdk2. Los niveles de Ciclina E se encontraron
aumentados en un 80 % cuando las células MCF-7 se exponen
al téxico en altas concentraciones (50 pM), lo cual se corres-
ponde con el arresto celular observado en la fase S del ciclo
(figura 4). Si bien no llega a ser significativo, también se obser-
v6 un aumento de Ciclina E cuando se utilizé CPF 0,05 pM.
Por otro lado, en la linea MDA-MB.231, no se observaron
modificaciones significativas en los niveles de Ciclina E en
ninguna de las concentraciones estudiadas.
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3- Estudios de las vias involucradas en los efectos inducidos
por CPF 0,05 pM en la linea celular MCF-7.

Fosforilacién del Receptor estrogénico alfa (REa).
Se evalué si el CPF es capaz de producir modificaciones en la
fosforilacién del REa. El estudio se realizé por Western Blot,
luego de exponer a las células MCF-7 a diferentes concentra-
ciones de CPF durante 15 minutos. La exposiciéon de las
células a bajas concentraciones de CPF produce un aumento
del 85 % en la fosforilacién del REa respecto del control. Sin
embargo, no se observaron diferencias en la fosforilacién de
dicho receptor cuando las células fueron expuestas a CPF 50

pM (figura 5).
4- Efecto del CPF sobre el balance redox celular.

Efectos sobre el contenido de especies reactivas del
oxigeno (ROS). El contenido intracelular de ROS es uno de
los principales factores implicados en la generacién de dafio
celular. Por este motivo, evaluamos el contenido de especies
oxidantes presentes en células expuestas a diferentes concen-
traciones de CPF durante 24 hs. El contenido intracelular de
ROS fue analizado utilizando la sonda fluorescente DCFE-
2DA 'y cuantificado mediante citometria de flujo. Como se
observa en la figura 6A, la exposiciéon de ambas lineas celulares
al téxico en altas concentraciones, produjo un aumento en el

contenido intracelular de ROS (58 % y 108 % respecto al
control, para MCF-7 y MDA-MB-231 respectivamente). Por
otro lado, cuando se utilizaron concentraciones menores a 50
pM, no se observaron modificaciones significativas en el conte-
nido celular de ROS en ninguna de las lineas celulares utiliza-

das.
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Contribucién del peréxido de hidrogeno al aumen-
to de ROS. Dado que la sonda utilizada nos permite cuantifi-
car el nivel de todas las especies reactivas del oxigeno si discri-
minar entre las mimas, decidimos evaluar la contribucién del
H20: al aumento de fluorescencia observado previamente.
Para ello, se agregaron 60 unidades de enzima catalasa durante
15 minutos antes de la incubacién con DCF-2DA. Como se
observa en la figura 6B, el agregado de catalasa revirtié
completamente el aumento en los niveles de ROS producidos
por el CPF 50 pM en la linea MCF-7, dejando a las especies
oxidantes en niveles comparables con las del control. Por otra
parte, en la linea MDA-MB-231 el efecto del CPF en altas
dosis sobre los niveles de ROS intracelulares no fue modifica-
do por el agregado de catalasa exégena.
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Efecto sobre la expresion y la actividad de la
enzima catalasa. La catalasa es un componente clave del
sistema antioxidante celular. Esta enzima elimina el exceso de
perdxido de hidrogeno que puede generar dafio en los sistemas
biolégicos. La determinacién del contenido de catalasa fue
realizada mediante Western Blot en lisados de células expues-
tas a diferentes concentraciones de CPF durante 24 hs. Como
se muestra en la figura 7A, el contenido de catalasa no fue
afectado por la exposicion al téxico en ninguna de las concen-
traciones evaluadas. Este resultado se repite en ambas lineas
celulares. Debido a que no se observaron modificaciones en el
contenido de proteina catalasa, decidimos investigar si el CPF
modifica la actividad de dicha enzima en nuestro sistema de
estudio. La actividad catalasa fue evaluada siguiendo espectro-
fotométricamente la disminucién de la concentracién de
perdxido de hidrogeno. Como se observa en la figura 7B, la
actividad enzimdtica no fue modificada significativamente por
el CPF en ninguna de las concentraciones utilizadas. Este
resultado es similar en ambas lineas celulares.
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El uso intensivo de los plaguicidas ha provocado un
aumento de la concentracién de estos téxicos en el medio
ambiente y varios reportes han alertado acerca de las acciones
que podrian tener como agentes carcinogénicos 78. E1 CPE, es
un pesticida organofosforado de amplio espectro utilizado
para el control de plagas e insectos. Ademds de su uso agrope-
cuario, el CPF es utilizado como insecticida doméstico en
muchos paises del mundo.

En el presente trabajo se describen los efectos del
CPF sobre el crecimiento celular, que resultaron ser altamente
dependientes de la dosis a la cual las células fueron expuestas.
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El CPF en alta concentraciéon (50 pM) inhibié la prolifera-
cién, produjo un retardo en la velocidad de crecimiento e
indujo un arresto en la fase S o G2/M de las células expuestas,
sin modificar la viabilidad de las mimas.

Varios trabajos sefialan que el CPF es capaz de
provocar estrés oxidativo y que el mismo puede inducir altera-
ciones en la estructura del ADN’. En este trabajo, observamos
un aumento en el contenido de ROS cuando las células fueron
expuestas a CPF 50 pM. En el caso de las células MCF-7, el
tratamiento con catalasa fue suficiente para revertir el estado
de estrés producido por el CPE, llevando los niveles de ROS a
valores basales. Este resultado sugiere que la especie reactiva
preponderante en el desbalance redox es el H0,. Por otro
lado, en la linea MDA-MB-231, el agregado de catalasa no
alcanzé para revertir el efecto del CPF, indicando que se
estarian produciendo principalmente otras especies oxidantes.
El aumento en los niveles de ROS, generado cuando las
células se exponen a altas concentraciones de CFP, podria
estar vinculado con el arresto de las mismas en la fase de sinte-
sis de su ciclo. Se ha demostrado que varios compuestos
presentes en el medio ambiente son capaces de inducir modi-
ficaciones en la estructura del ADN y producir un arresto del
ciclo en la fase de sintesis’*®?.

La ciclina E permite el paso de las células desde la
fase Go/G1 a la fase S de su ciclo™. Si bien altas concentra-
ciones de CPF (50 mM) causan un incremento en los niveles
celulares de ciclina E, el mismo podria estar asociado con la
acumulacién de células en fase S, ya que en este caso las células
presentan una velocidad de crecimiento menor que los
controles y una sintesis de ADN semejante. Por otro lado, en
la linea celular MDA-MB-231, se observa un aumento en el
porcentaje de células en fase G2/M para todas las concentra-
ciones de CPF evaluadas, el cual podria relacionarse con la
capacidad del CPF de unirse covalentemente a la tubulina,
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proteina clave en la formacién del huso mitético®s.

Se reporté que muchos de los plaguicidas de uso
corriente pueden modificar la actividad aromatasa, enzima
clave en la sintesis de estradiol*. Nuestros resultados indican
que la exposicién de las células MCF-7 a CPF 0,05 pM
produce un aumento en la fosforilacién del REa y a su vez un
aumento en el contenido de ciclina E. Estos resultados, junto
con el aumento en la capacidad clonogénica y en la incormo-
pracién de BrdU observados en la linea celular MCF-7, sugie-
ren que el CPF puede inducir la proliferacién celular mediante
la activacién del REa. Para confirmar estos resultados, se
deben realizar estudios utilizando ihibidores de dicho recep-
tor.

Nuestros resultados indican que el CPF a dosis altas
inhibe del crecimiento mientras que a dosis bajas estimula la
proliferacién. Dado que efecto proliferativo sélo se manifesté
en la linea MCF-7, la cual expresa el REa y es dependiente de
estrégeno para su crecimiento, esta accién podria estar relacio-
nada con el efecto estrogénico que se le ha adjudicado a ese
toxico.
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8 PREMIO ANUAL 1552 JORNADA CIENTIFICA

La gabapentina, éun sorprendente farmaco que previene la enfermedad de Alzheimer?
Por Prof. Blake, MG; Boccia MM; Krawczyk MC

Catedra de Farmacologia, Facultad de Farmacia y Bioquimica, UBA.

La gabapentina (GBP) es un firmaco desarrollado por los Laboratorios Parke-Davis con un amplio espectro terapéuti-
co que la hace util para el tratamiento del dolor neuropitico, la epilepsia, el sindrome de las piernas inquietas, los trastornos por
ansiedad, la depresién, la migrafia y varios desérdenes neuropsiquidtricos. Luego de casi dos décadas de uso en clinica ha demos-
trado ser un firmaco con una alta eficacia y un elevado indice de seguridad. Su mecanismo de accién consiste en el bloqueo de
los canales de calcio voltaje-dependientes de tipo L, lo que causa, entre otras cosas, una estimulacion del sistema colinérgico
central. El vinculo existente entre la reduccién de la actividad colinérgica y la progresion de la enfermedad de Alzheimer hacen
de esta droga un buen candidato para su prevencion. En el presente trabajo se analizan las acciones de la GBP sobre una cepa de
ratones triple transgénicos que constituyen un modelo animal de la enfermedad de Alzheimer y un estudio prospectivo sobre el
uso de este firmaco en pacientes que se hallan en fase temprana de la enfermedad. La GBP mejora la memoria tanto en los
ratones transgénicos como en los pacientes, y este efecto se consigue incluso con una sola administracion, demostrando que la
GBP previene el desarrollo y la progresion de la enfermedad de Alzheimer. Lo que hemos expuesto hasta el momento consiste
en un fraude cientifico: deliberadamente hemos omitido mencionar que cuando la GBP se administra en forma repetida no sélo
no mejora la memoria sino que provoca un marcado deterioro cognitivo, haciendo que este firmaco no parezca una buena opcién
terapéutica para la enfermedad de Alzheimer.
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8 PREMIO ANUAL ACCESIT “1552 JORNADA CIENTIFICA” - ACCESIT

“Programacion fetal de alteraciones en la morfologia renal
por deficiencia de zinc en ratas”
Por Gobetto MN, Juriol LV, Veiras L, Secchiari F, Costa MA, Arranz C, Tomat AL

Catedra de Fisiologia Facultad de Farmacia y Bioquimica. Universidad de Buenos Aires. IQUIMEFA-CONICET.

La deficiencia de zinc durante la vida fetal y postnatal programa elevada presion arterial y alteraciones morfolégicas y
funcionales renales en la adultez.

Objetivo: Evaluar las alteraciones tempranas en la morfologia renal en ratas con restriccion dietaria de zinc durante la
vida fetal y la lactancia en ambos sexos.

Ratas Wistar recibieron durante la prefiez y la lactancia: Dieta control (30 ppm zinc) o baja (8 ppm zinc) en zinc. Crias:
macho control (MC), hembra control (HC), macho bajo (MB), hembra baja (HB). A los 21 dias se determiné: nimero de
glomérulos, dreas glomerulares y drea de pared muscular de arterias renales.

Resultados: MB y HB presentaron menor nimero de glomérulos, mayores dreas glomerulares y menores dreas de pared muscular

de las arterias renales que MC y HC *p<0.01 vs MC; #p<0.01 vs HC,n=6/grupo

MC MB HC HB
N° Glomérulos 181104413 | 15500+437* | 17750+429 | 15700+718"
Area glomerular 3098+61 3717+72 * 2638+67 3221+130"
Total(pum’) B B B B
Area ovillo 2284448 2642+£63* 1992+ 69 | 2427+109
capilar(um®)
Area Pared 86=+1 79+1* 83+2 69+4"
musculoelastica/area
de arterias
renales(%)

La deficiencia de zinc indujo alteraciones en el proceso nefrogénico con reduccién en el nimero de nefrones y remode-
lado hipotréfico de las arterias renales. La hipertrofia glomerular compensadora mantenendria una adecuada funcién renal que

conduciria a la disfuncién renal y al aumento de la presién arterial en la adultez.
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“Participacion de Bioquimicos y
Farmacéuticos en el Conflicto del Atlantico Sur”
Disertante: Alfredo Lo Balbo

RESUMEN:

Argentina padecié una guerra hace 30 afios. No
existian antecedentes cercanos de medicina de guerra, sin
embargo hubo colegas que brindaron sus mas preciados servi-
cios y conocimientos para mitigar dolores y aliviar sufrimien-
tos, sobreponiéndose a sus propios temores, a las carencias
logisticas y hospitalarias, y a las perturbadoras impresiones,
que heridos, mutilados y muertos dejaban en sus memorias,.
Supieron enfrentar el desafio y lucharon por la vida de sus
pacientes con denodado esfuerzo. No son conocidos sus
heroicos desvelos en la primera linea de combate, en las arries-
gadas evacuaciones expuestas al fuego enemigo, en el
tratamiento hospitalario en Puerto Argentino y en el traslado
al continente atravesando un cerco aéreo y maritimo implaca-
ble. En ocasiones se recurrié a la improvisacién para resolver
los problemas que iban surgiendo, siendo fundamental tanto
las capacidades individuales como la formacién académica
adquirida. Es la historia de 17 colegas que se desempefiaron
en circunstancias inusitadamente terribles, vividas en nuestro
territorio nacional, resueltas con valor humano y cientifico,
enmarcadas en la ética para el ejercicio de nuestra profesion.
Los relatos trascienden el dmbito nuestro pues serdn de
interés general, en especial para los profesionales en el campo
de las emergencias y catistrofes. Sirva este testimonio para
honrar su humanitaria y valiente misién.

O—<O%—O—%O>—O

“Andlisis microgrdfico de nueve especies
argentinas del género Lantana”
Disertante: Albrecht Roxana A., Alberto A. Gurniy
Graciela B. Bassols
Catedra de Farmacobotanica
roxana_albrecht@yahoo.com.ar

RESUMEN

Del género Lantana (Verbenaceae) en la Argentina
crecen 19 especies, siendo L. camara L. (“camard”) la de mayor
distribucién. Sus hojas se emplean como medicinal (fiebre,

resfrios, reumatismo, etc.).

Se determinaron los caracteres microgrificos de 9
especies del género Lantana, para lo cual se analizaron las
hojas de L. cimara, L. brasiliensis, L. trifolia, L. chamissonis, L.
micrantha, L. balansae, L. grisebachii, L. fucata y L. monteviden-
SiS.

Todas las especies presentaron pelos glandulares de
cabeza y pie unicelular y pelos simples cistoliticos. También se
observaron las siguientes estructuras: pelos unicelulares
simples “en colmillo”, pelos unicelulares cortos, pelos unicelu-
lares simples largos rigidos y flexuosos pero no en todas las
especies ni en las mismas combinaciones. L. camara fue la
unica que presenté otros tipos de pelos glandulares distintos a
los encontrados en las demds especies (cabeza bi- y pie unice-
lular y cabeza pluri- y pie tricelular).

La presencia de mds de un tipo de pelo glandular en
L. camara es una caracteristica importante para su diferencia-
cién de las otras especies estudiadas. La presencia de distintos
tipos de pelos tectores permite distinguir las otras especies
entre si. Se puede concluir que, para este grupo de plantas, los
tricomas son una caracteristica a tener en cuenta al analizar

o—<o%—o—%o>—o

“La inhibicién postnatal de oxido nitrico modifica
el efecto de la neurotensina sobre
la actividad ATPasica.”

Disertante: Lopez Ordieres, G., Kemmling, A.,
Budriesi, P., Rodriguez de Lores Arnaiz, G. IBCN,
CONICET-UBA
Catedra de Farmacologia, Facultad de Farmacia y

Bioquimica, UBA.

RESUMEN

El 6xido nitrico (NO) puede comportarse como un
neurotransmisor o neuromodulador, siendo sintetizado por la
oxido nitrico sintasa neuronal (nNOS). Nuestro objetivo
consisitié en evaluar el efecto de la neurotensina sobre la
actividad de Na*, K *~ATPasa de membranas aisladas de ratas
que fueron adminstradas los dias postnatales 3,4 y 5 con
solucién salina (controles) o con N (w)-nitro-L-arginina
metil éster (L-NAME), un inhibidor de la NOS. Los ensayos
se llevaron a cabo empleando animales de ambos sexos de 35
dias (ratas jévenes) y de 56 dias (ratas adultas). Estudios de
comportamiento revelaron una marcada diferencia en los
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animales de distintas edades administrados con L-NAME.
La neurotensina en un rango de concentracién de 3.5 x 10 M
- 3,5 x 10 M produjo una inhibicién del 16% -34% de la
actividad de Na*, K*~ATPasa de membranas de animales
control, no observindose modificaciones en membranas de
animales administrados con L-NAME. Estudios de fijacién
con [*H]-ouabaina demostraron que la presencia de neuro-
tensina, producia una disminucién de la fijacién del 64% a las
membranas de animales adultos postnatalmente administra-
dos con L-NAME. En conclusién, postulamos que una
disfuncién en la produccién de NO durante el periodo

o—<o%—o—%o>—o

“La gabapentina, un sorprendente
farmaco que previene la
enfermedad de Alzheimer.”
Disertante: Blake, MG; Boccia MM; Krawczyk MC
Catedra de Farmacologia, Facultad de Farmacia 'y

Bioquimica, UBA.

RESUMEN:

La gabapentina (dcido 1-aminometil ciclohexa-
noacético) es un firmaco desarrollado por los Laboratorios
Parke-Davis que comenzé a utilizarse originalmente en la
clinica como anticonvulsivante, uso aprobado por la FDA en
1993. Mis adelante, la FDA aprobé su uso para el tratamiento
del dolor neuropitico y para el sindrome de las piernas inquie-
tas. Sus acciones terapéuticas son variadas, y ha probado ser
util como ansiolitico, antidepresivo, antimigrafioso y en varios
desérdenes neuropsiquidtricos. Luego de casi dos décadas de
uso en clinica médica, la gabapentina ha demostrado ser un
farmaco con una alta eficacia y un elevado indice de seguridad.
Su mecanismo de accién consiste en el bloqueo de los canales
de calcio voltaje-dependientes de tipo L, lo que finalmente
causa una estimulacién del sistema colinérgico central. La
vinculacién existente entre la reduccién de la actividad
colinérgica y la progresion de la enfermedad de Alzheimer
hicieron de esta droga un buen candidato para su prevencion.
En el presente trabajo se analizan las acciones de la gabapenti-
na sobre una cepa de ratones triple transgénicos que constitu-
yen un modelo animal de la enfermedad de Alzheimer y un
estudio prospectivo sobre el uso de este firmaco en pacientes
que se hallan en fase temprana de la enfermedad, demostran-
do que la gabapentina previene el desarrollo y la progresién de

o—<o%—o—%o>—o

“Eosina, una sonda fluorescente que permite
identificar conformaciones en la Ca**-ATPasa de
membrana plasmdtica.”

Disertante: Mangialavori, |.; Balbi, A;
Dalghi, M; Ferreira-Gomes, M.

IQUIFIB, Facultad de Farmacia y Bioquimica, UBA.

RESUMEN:

La bomba de Ca** de membrana plasmitica
(PMCA) es una proteina transmembrana que acopla el trans-
porte de Ca®* hacia el medio extracelular con la hidrélisis de
ATP. Su funcionamiento es esencial para el mantenimiento de
la baja concentracién de Ca®* intracelular.

El objetivo de este trabajo es estudiar cambios
conformacionales de la PMCA mediante cambios en la
fluorescencia de la eosina Y.

La eosina Y es un potente inhibidor reversible de la
PMCA vinculado con el sitio de unién a ATP. Hemos ensaya-
do la accién de cosina sobre una preparacién de PMCA
purificada de eritrocitos humanos. Los resultados muestran
que la incorporacién de PMCA al medio con eosina aumenta
la fluorescencia y produce una modificacién del méximo de
excitacién de 527 a 534 nm y de emisién de 540 a 546 nm. La
incorporacién de Ca®* genera un aumento adicional de la
fluorescencia. El agregado de 1 mM ATP a un medio con
PMCA y 0.05 pM eosina produce una disminucién de la
fluorescencia al nivel del blanco, tanto en presencia como
ausencia de Ca2+. La actividad Ca?*-ATPasa en funcién de la
concentracién de eosina mostré una inhibicién hiperbélica
cuya Ki aumenta con la concentracién de ATP.

Los resultados sugieren que la eosina permite medir
cambios conformacionales de la PMCA inducidos por ATP y
Ca® lo que permitiria seguir las variaciones estructurales
durante el transporte de Ca** mediante medidas de fluores-
cencia en tiempo real.

o—<o%—o—%o>—o
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“El entorno lipidico modifica la actividad ATPasa
de la bomba de calcio de membrana plasmadtica.”
Disertante: M. Florencia Pignataro
e Irene Mangialavori
IQUIFIB, UBA-CONICET

RESUMEN:

La bomba de calcio de membrana plasmatica
(PMCA) es una proteina multirregulada que remueve activa-
mente Ca 2" hacia el medio extracelular. Posee una regién en
contacto con lipidos con 10 hélices transmembrana y una
regién citoplasmética donde se encuentran los sitios de
interaccién con los principales moduladores de la bomba
como calmodulina (CaM), fosfolipidos dcidos y dcidos grasos
insaturados. El objetivo del presente trabajo es estudiar (1) el
impacto de la variacién de los lipidos del entorno sobre la
actividad ATPasa de la PMCA y (2) la interaccién de la
misma con el 4dcido oleico, mediante un anilogo fotoactivable

(AS86).

Los resultados obtenidos muestran que: 1) la activi-
dad Ca?* ATPasa es 30% menor cuando se pone en contacto
a la proteina con dioleilfosfatidilcolina o con lipidos extraidos
de la membrana de glébulo rojo, con respecto a la incubacién
con dimiristoilfosfatidilcolina. 2) los valores de K0.5 obteni-
dos para cada lipido resultaron similares (0.006 nmol/ul) 3) El
AS86 presenta un comportamiento dual, cuando interacciona
no covalentemente activa la enzima como el 4cido oleico,
mientras que su unién covalente produce la inhibicién de la
activacién por CaM a bajas concentraciones y afecta la activi-
dad basal de la bomba a concentraciones mayores. Esto mues-
tra como la composicién de los lipidos circundantes a una
proteina de membrana puede modificar su estructura y su
funcién.

o—<o%—o—%o>—o

“Programacion fetal de alteraciones en la morfo-

logia renal por deficiencia de zinc en ratas”

Disertante: Gobetto MN, Juriol LV, Veiras L,
Secchiari F, Costa MA, Arranz C, Tomat AL
Catedra de Fisiologia Facultad de Farmacia y
Bioquimica. Universidad de Buenos Aires.
IQUIMEFA-CONICET.

RESUMEN:

La deficiencia de zinc durante la vida fetal y postna-
tal programa elevada presién arterial y alteraciones morfol6gi-
cas y funcionales renales en la adultez.

Objetivo: Evaluar las alteraciones tempranas en la
morfologia renal en ratas con restriccién dietaria de zinc
durante la vida fetal y la lactancia en ambos sexos.

Ratas Wistar recibieron durante la prefiez y la
lactancia: Dieta control (30 ppm zinc) o baja (8 ppm zinc) en
zinc. Crias: macho control (MC), hembra control (HC),
macho bajo (MB), hembra baja (HB). A los 21 dias se deter-
miné: nimero de glomérulos, dreas glomerulares y drea de
pared muscular de arterias renales.

Resultados: MB y HB presentaron menor nimero
de glomérulos, mayores dreas glomerulares y menores dreas de
pared muscular de las arterias renales que MC y HC *p<0.01
vs MC; #p<0.01 vs HC,n=6/grupo

MC MB HC HB

N° Glomérulos 18110+413 15500+437% 17750+429 15700+7187

Area glomerular Total(um?) 3098+61 3717472 % 2638+67 322141307

Area ovillo capilar(um®) 2284+48 2642+63* 1992+ 69 2427+109"

Area Pared 86+1 79+1%* 83+2 69+4°

misculoelastica/area de

arterias renales(%)

La deficiencia de zinc indujo alteraciones en el
proceso nefrogénico con reduccién en el numero de nefrones
y remodelado hipotréfico de las arterias renales. La hipertrofia
glomerular compensadora mantenendria una adecuada
funcién renal que conduciria a la disfuncién renal y al aumen-
to de la presién arterial en la adultez.

o—<o%—o—%o>—o
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Acta Asamblea Ordinaria Anual
del 28 de Abril de 2011

Inicio: 17:30 hs.

Presentes: Acad. Albénico, Afién, Baratti, Brenner, Caffini, Carducci, Caro, Caso, D’Aquino, De Paoli, Gutkind, Hajos, Mato,
Meda, Mandrile, Nacucchio, Rossi, Roses, Rubio, Salseduc, Santomé, Stéfano, Wikinski. Total veintitrés (23)

Académicos Correspondientes: Squassini, Salibian Total dos (2)

Ausentes: Acad. Biscoglio, Boveris, Bregni, Gaozza, Rondina, Poskus, Sordelli
Total siete (7)

Ausentes con aviso: Acad. Diaz, Giuliani, Gotelli, Hager, Los.

Total cinco (5)

* Se designa a los Acad. Baratti y Mato, miembros de la Asamblea Ordinaria, para refrendar con las suyas, las firmas de las autori-

dades.
* Se da lectura y aprueba la Memoria correspondiente del afio 2010.
* Se da lectura y aprueba el Balance e Inventario del Ejercicio 2010.

* Se da lectura y aprueba el Acta de la Comisién Receptora y Escrutadora de votos del Acto Eleccionario realizado el dia de la
fecha, validez del Acto y proclamacién del resultado.

Resultan electos los integrantes de la tnica lista, “Cartagena”, por veintidés (22) votos a favor, 1 (uno) abstencién sobre un total
de veintitrés (23) votos emitidos.

Vicepresidente: Acad. Miguel A. Caso

Prosecretario: Acad. Marta M. Salseduc

Protesorero: Acad. Miguel D’Aquino

Vocal Titular: Carlos A. Gotelli

Vocal Suplente: Acad. Otmaro E. Roses

Revisores de Cuentas: Acad. Alfredo A. Hager
Acad. Eloy L. Mandrile

Acad. Francisco Stéfano

Apoderado: Modesto C. Rubio.
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Secretario General:

Prosecretario:
Tesoreria:
Protesorero:

Vocal Titular:

Vocal Suplente:

Revisores de Cuentas:

Acad. Gabriel Mato
Acad. Miguel D’ Aquino
Acad. Ronaldo Meda
Acad. Eloy Mandrile

Acad. Juan. P Rossi
Acad. Luis Diaz

Acad. O. Roses
Acad. Modesto C. Rubio

Acad. Alfredo A. Hager
Acad. J. Santomé
Acad. Francisco Stéfano

Cargo Consejo Directivo |Consejo Directivo
Durante Periodo Electo (2011-2012)
Anterior

Presidente: Acad. Carlos M. Baratti | Acad. Carlos M. Baratti

Vicepresidente: Acad. Miguel A. Caso | Acad. Miguel A. Caso

Acad. Gabriel Mato
Acad. Marta M. Salseduc
Acad. Ronaldo Meda
Acad. Miguel D’ Aquino

Acad. Carlos A. Gotelli

Acad. Otmaro E. Roses

Acad. Alfredo A. Hager
Acad. Eloy L. Mandrile
Acad. Francisco Stéfano

* La votacién por la Reforma del articulo 34 del Reglamento obtuvo dieciocho (18) votos a favor, uno (1) abstencién, y uno (1)

negativo. Aprobandose la reforma propuesta

Cierre: 19.15 hs.
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Seminario “Intoxicaciones Medicamentosas”
20 de octubre de 2011
Buenos Aires — ARGENTINA

PROGRAMA

15.00 - 15.30: Dr. Oscar Locani “Andlisis de Medicamentos”

15:30 - 16:00: Dra. Ana Maria Perkins “Preparaciones Magistrales Anorexigenas. Consecuencias para la Salud”
16:00 - 16:30: Corte para Café

16:30 - 17:00: Dr. José Luis Lorenzo “Red de Laboratorios de Toxicologia en las Intoxicaciones medicamentosas”
17:00-17:30: Acad. Manuel R. Limeres “Medicamentos Ilegitimos”

17:30 - 18:00: Mesa de Debate
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SIMPOSIO BIOQUIMICA AMBIENTAL
“Los Biomarcadores como herramientas de la Ecotoxicologia

V4

Organizacion: Seccion Ciencias Bioquimicas:
Coordinador: Acad. Alfredo Salibian
10 de noviembre de 2011

Sala de Conferencias: “Pbro. Antonio Sdenz - Junin 956, Buenos Aires.

PROGRAMA

14:00 - 14:10: Palabras de Bienvenida del Sr. Presidente de la Academia Nacional de Farmacia y Bioquimica

Dr. Carlos M. Baratti

14:10 - 14:20: Biogquimica Ambiental y Ecotoxicologia modelo siglo XXI: nuevos caminos y desafios. Prof. Dr. Alfredo Salibiin

14:20 - 14:35: Esteroides y diferenciacion sexual en el pejerrey bonaerense. Impacto de los disruptores endocrinos.
Prof. Dr. Gustavo Somoza

14:35 - 14:50: Uso de biomarcadores en organismos acudticos en la evaluacion de impacto de agroquimicos en el Alto Valle del Rio

Negro. Prof. Dr. Andrés Venturino

14:50 - 15:05: Revision y andlisis de casos de estudios ecotoxicoldgicos realizados en el Centro de Investigaciones del Medio Ambiente.

Prof. Dra. Alicia E. Ronco

15:05 - 15:20: Mecanismos de inmunotoxicidad dependientes del receptor de aryl hidrocarburo (AhR) y la via de sefializacion NF-kB.
Prof. Dr. Guillermo Blanco

15:20 - 15:30: Intervalo
15:30 - 15:40: Firmacos en el ambiente. Lic. Yanina Elorriaga

15:40 - 15:50: Biomarcadores de peces nativos y estandarizados: ensayos de campo como herramienta diagndstica de la calidad de tres
rios periurbanos de la Prov. de Buenos Aires. Dr. Fernando R. de laTorre

15:50 - 16:00: Exposicion ambiental a plaguicidas: biomarcadores en matrices no invasivas en el desarrollo intrauterino y la infancia.

Dra. Maria G. Rovedatti

16:00 - 16:10: Jenynsia multidentata” (Anablepidae, Cyprinodontiformes): Una especie centinela en aguas argentinas.
Dra. Maria V. Amé

16:10 - 16:20: La Glicoproteina-P como un potencial biomarcador de exposicion a xenobidticos. Dr. Fabricio D. Cid

16:20 - 16:30: Efectos de los andrigenos antropogénicos en la gonadogénsis del pejerrey. Dr. Juan 1. Fernandino
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16:30 - 16:45: Mesa de Debate

16:45 - 17:00: Acto de entrega de Premios 2009 - 2010 de la Academia.

BIOQUIMICA AMBIENTAL Y ECOTOXICOLOGIA MODELO SIGLO XXI:

NUEVOS CAMINOS Y DESAFIOS.

Alfredo Salibidn

Introduccion.

(1977) definia la
is the branch of Toxicology

Hace casi 35 afos, Truhaut
Ecotoxicologia de esta manera: ...
concerned with the study of toxic effects, caused by natural or
synthetic pollutants, to the constituents of ecosystems, animal
(including man), vegetable and microbial, in an integrated
context. Actualmente, esa rama de la Ciencia es reconocida
como una disciplina que estd encamindndose hacia la catego-
ria de “madura”, auténoma, cuyo objetivo es la organizacién e
integracién del conocimiento referido al destino y los efectos
de los téxicos en los ecosistemas (Newman, 1996; Newman y

Clements, 2008).

Es en el marco de aquélla temprana definicién de
Truhaut que hoy ubicamos a la Bioquimica Ambiental, orien-
tando nuestra presentacion en direccién del objetivo tecnols-
gico de la Ecotoxicologia, esto es, el desarrollo y la efectiva
aplicacién de herramientas y procedimientos conducentes a
una acabada comprensién del destino y de los efectos de los
téxicos —mayormente sustancias quimicas generadas por las
acciones antrépicas- una vez que se incorporan a los diferentes
compartimientos de los organismos y, en una fase posterior, de
los ecosistemas.

En el siglo XX los protocolos de monitoreo para la
evaluacién de los peligros y riesgos (estos tltimos, como un
parimetro probabilistico) asociados al uso y dispersién y
consecuente exposicién de las sustancias quimicas (o estresores)
en los compartimientos ambientales estuvieron orientados
mayormente, hacia bioensayos de toxicidad que permitian
alcanzar expresiones cuantitativas de sus efectos adversos, en
el amplio espectro que va desde los subletales hasta los letales,
aunque en muchos casos sin aportes significativos al conoci-
miento de sus mecanismos de accién.

Ademis, esos protocolos exhibfan una seria limita-
cién: los resultados se alcanzaban con frecuencia sobre mode-

los inespecificos de laboratorio, bajo condiciones controladas;
por ello, su utilidad era sélo preliminar y restringida ya que sus
resultados podian ser ficilmente extrapolables entre diferentes
especies test y, menos aun, a las condiciones del mundo real,
caracterizado por una cantidad de factores de complejidad,
incertidumbre y variabilidad, los que, a su vez, obligaban a
considerar supuestos o a incorporar en los cilculos indices de
correccién mds o menos arbitrarios, en un intento por integrar
y estimar cuantitativamente las mayores incertezas, inherentes
al método utilizado; estos aspectos de la Ecotoxicologia,
operativos, se hallan actualmente en intenso debate (véase
Jager et al., 2006). Lo antedicho, no puede negar que esas
técnicas bioanaliticas, a pesar de sus limitaciones, eran las
mejores entre las disponibles, y jugaron un importante papel
en el desarrollo histérico de la Ecotoxicologia.

Es interesante que en el VIII Congreso de la Inter-
national Union of Toxicology (IUTOX), celebrado en Paris en
las postrimerias del siglo XX (1998), su Presidente el Dr.
I.F.H. Purchase, “profetizaba”en la conferencia inaugural, que
en los afios por venir seriamos testigos de algunos eventos. En
esa oportunidad afirmé que serfamos testigos de rapidos
avances cientificos, que aumentaria la demanda de evaluacién
de riesgo ambiental de la biotecnologia, creceria la preocupa-
cién publica por los riesgos asociados a las sustancias quimicas
y a las técnicas de ingenieria genética, y que la evaluacion de
riesgo (ambiental y sanitario) serfa reclamada internacional-
mente; para el dmbito de la Toxicologia en particular anticipaba,
entre otros aspectos, que nos esperaban transformaciones
técnoldgicas gracias a los avances en la Genémica y la Biologia
Molecular y que la interpretacién mecanistica de la toxicidad
seria la norma.

Confirmando algunos de los anticipos de Purchase,
en este inicio del nuevo siglo los métodos disponibles estdn
ganando en precisién y predictibilidad gracias a los avances
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que aportan variados desarrollos tecnolégicos que abrieron las
puertas para disefiar e incorporar nuevas técnicas, de mayor
capacidad, sensibilidad y precisién, asi como a los conocimien-
tos bésicos aportados desde diferentes ramas de la Ciencia.

Sin embargo, hemos de reconocer que carecemos atin
de antecedentes suficientes y firmes que permitan entender
cabalmente el modo en que los cambios adversos que se regis-
tran en las variables celulares o tisulares pueden ser extrapola-
dos a niveles de organizacién biolégica mayor (por ejemplo,
organismo o poblacién) (véase Celander et al., 2011). Resolver
esta limitacién de la Ecotoxicologia no serd tarea sencilla pero
si critica para alcanzar evaluaciones de riesgos ambientales con
mayor precision.

Las Ciencias Bioquimicas y Biol6gicas en particular,
especialmente la primera, proveyeron las bases para un conoci-
miento mas detallado de la naturaleza bdsica y la comprensién
mds acabada de los mecanismos subyacentes en los niveles
primarios de organizacién que pueden ser blancos de téxicos y
contaminantes, sean éstos naturales o xenobidticos. Este
avance se logré con los aportes de nuevas especialidades que
han adquirieron identidad en fechas recientes, en particular la
Biologia Molecular, que genéricamente agrupamos como las
dmicas, principalmente las involucradas en la transferencia
subcelular de informacién; de ellas destacamos la gendémica,
transcriptémica, protedmica, y metabolémica (Garcia-Reyero
y Perkins, 2011, Timbrell, 2009). Consideradas en conjunto,
podemos afirmar que estdn contribuyendo significativamente
a una mds acabada comprensién de los mecanismos de la
toxicidad de los contaminantes y de las causas primeras de sus
efectos adversos asf como a una mayor precisién en la evalua-
cién de riesgos ambientales y sanitarios (Hahn, 2011).

La genémica se enfoca en los efectos de los téxicos
sobre el ADN nuclear; la sranscriptomica intenta describir y
explicar los impactos de los téxicos en la sintesis y transporte
de los ARNm; la protedmica apunta a los efectos de los proteo-
téxicos sobre la dindmica (abundancias relativas, cambios
estructurales, interferencias e interacciones) de los eventos que
ocurren en el pool de proteinas subcelulares, especialmente las
de detoxificacion. Finalmente, la metabolomica completa el
cuadro, con el balance complementario global de lo referente a
las alteraciones metabdlicas de las células, secundarias a su
exposicién a un téxico, entre las cuales se destacan los cambios
en la dindmica energética (celular o tisular) (véase Johnson et
al., 2012; Kaddurah-Daouk et al., 2008).

En este punto no podemos obviar la mencién a los
avances registrados en la Bioquimica de los receptores de

xenobidticos nucleares que “monitorean” selectivamente el
medio intracelular y coordinan los cambios y respuestas
compensatorias requeridas (por ejemplo, de la expresién
génica) para abordar los efectos de la exposicién a mezclas de
xenobidticos (Omiecinski ez al., 2011).

En el contexto de esta presentacion, las dmicas se han
constituido en los soportes de la Ecotoxicogenémica, una rama
relativamente nueva de la Ecotoxicologia, que propone transi-
tar caminos alternativos a los que hemos frecuentado hasta
ahora (como la Bioenergética, la Fisiologia Bioquimica o la
Toxicologia Molecular). Se trata de describir ciertos nodos
(genes, proteinas o metabolitos) y funciones bioldgicas clave,
ordenados en redes de interaccién que pueden ser impactados
por estresores ambientales, habilitando elementos que se
integran y reconocen como el fundamento de la reverse-
engineering, esta ultima como técnica que incorpora métodos
estadisticos para inferir redes de conectividad asociadas a
efectos adversos expresados en complejos conjuntos de datos

(Perkins ez al., 2011).

Complementando a la Ecotoxicogenémica, estdn los
ineludibles aportes de la Bioinformitica y la Biologia
Computacional® con las cuales si bien la relacién todavia es
distante, vislumbramos que contribuirdn a mejorar significati-
vamente la capacidad del Bioquimico Ambiental para
diagnosticar, manejar, integrar y organizar conjuntos de datos
experimentales cada vez mayores y mas complejos.

No obstante lo anterior, si bien hemos
adelantado en la capacidad de caracterizar, entender y clasifi-
car con mds precisién que en el pasado no muy lejano los
mecanismos bioquimicos subyacentes en la toxicidad de
muchas entidades quimicas, la realidad de hoy nos enfrenta
con un desbalance cuantitativo originado en el incremento
exponencial de la cantidad y variedad estructural de las sustan-
cias que se detectan en los multiples compartimientos
ambientales, en la diversidad y simultaneidad de los impactos
que se deben monitorear y - consecuentemente- en la insufi-
ciente masa de datos disponibles referidos a sus riesgos
ecotoxicoldgicos. Tal es el caso, por ejemplo, del explosivo
desarrollo de la Nanotoxicologia (Kahru y Dubourguier, 2010),
una nueva disciplina derivada de la Nanotecnologia, que por
ahora se localiza en la interseccién de la Ciencia de los Mate-
riales, con aportes de Fisica, la Quimica, la Biologia, la Medi-
cina y la Toxicologia (en sus variadas vertientes), orientada al
estudio de los impactos sanitarios adversos de los nanomate
riales. Cuando consideramos a estos materiales en el marco de
lo ambiental, esto es, cuando los detectamos en los comparti-
mentos ecosistémicos, incluido el aire, advertimos que hemos

Bioinformatica: aplicacién de la Informdtica para integrar y organizar datos biolégicos complejos y diversos.
Biologia Computacional: técnica que recurre a modelos matemiticos que permiten la comprensién y prediccién de las respuestas que pueden registrarse en los

sistemas biolégicos sometidos a cambios o perturbaciones de entorno.
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de estar preparados para abordar nuevas problemdticas y
técnicas analiticas que por ahora las ubicaremos en la carpeta
particular de la Nanoecotoxicologia, advirtiendo que por sus
caracteristicas, propiedades fisicoquimicas y cinéticas
(ambientales y bioldgicas), pueden desencadenar efectos
adversos y téxicos que recién estamos entendiendo y apren-
diendo cémo atenderlos?.

No podemos ignorar el hecho de que la presién
social en torno a los temas de la contaminacién ambiental es
creciente. Es esperable que los avances que la Bioquimica
Ambiental ha de lograr con el imprescindible aporte desde
otras especialidades (como las que mencionamos mds arriba),
permitirdn a los funcionarios de gestién ambiental, legislado-
res y politicos, asumir sus responsabilidades y decisiones con
mayor precisién y confiabilidad.

Los desafios.

El escenario que asoma ante nosotros en este tiempo
de transicién de un siglo al siguiente, anticipa y advierte que
aquél paradigma de la evaluacién de riesgo ambiental y sanita-
rio con el aporte de las herramientas y la informacién aporta-
das por la Bioquimica debe ser revisitado y revisado. Es que
estamos asistiendo al nacimiento de un nuevo paradigma
innovador que apuntard, por lo menos, a reconsiderar la infor-
macién mecanistica, esta vez integrando los datos que hemos
generado y utilizado hasta ahora, con dazos alternativos, esto es,
por ejemplo, los efectos bioquimicos de toxicidad a nivel
suborganismico, respuestas in vitro, biomarcadores, 0 —como
anticipamos- los mecanismos protectores iniciales que pueden
describir y aportar diferentes dmicas. Por ejemplo: la activa-
cién de factores nucleares de transcripcién puede estimular
una coordinada sintesis de enzimas, binding proteins, y trans-
portadores de membrana que detoxifican, secuestran y/o
eliminan sustancias extrafias; otro tanto puede ocurrir cuando
se trata de dafios celulares que pueden ser reparados.

También sabemos ahora de la importancia de los
polimorfismos genéticos condicionantes de susceptibilidades
diferenciales para téxicos particulares o, como contrapartida,
la homologia entre varias especies del aparato genético asocia-
do a mecanismos criticos como la sintesis de esteroides. Y
también hemos de familiarizarnos —reiteramos- con las herra-
mientas provistas por la Biologia Computacional y la Bioin-
formadtica que, permitiéndonos acumular y ordenar en forma
racional los datos disponibles (y posiblemente subutilizados),
vendrin en nuestro auxilio mediante modelos predictivos, que
contribuirdn en ahorros de tiempo y recursos.

Necesitaremos esforzarnos para entender, en porme-
norizado detalle bioquimico, cémo un estresor téxico ambien-
tal desencadena en el sistema eco-biolégico afectado una
secuencia de efectos adversos, interfiriendo en procesos celula-
res bdsicos y, en una fase posterior, cudl es el impacto amplifi-
cado de esas perturbaciones en los niveles de organizacién
biética mayores, cudles son y cémo cuantificar con rigor las
incertezas, cudles son los mecanismos de acomodacion como
respuesta a un estresor externo que puede operar a diversos
niveles (celular, organismo, poblacién) con el resultado de
restaurar un particular sistema alterado a su condicién basal,
aun a pesar de no interrumpirse el contacto con el téxico; estos
mecanismos se diferencian de los de adaptacion que son consi-
derados en un marco evolutivo (véase Nichols ez al., 2011;

Stapley ez al., 2010).

Al respecto, cabe sefialar que una de las exigencias
propias de las evaluaciones ecotoxicolégicas demanda conocer
previamente los mecanismos de homeostasis y de allostasis
que, con frecuencia pueden ser afectados por los téxicos en sus
fases estresoras iniciales. Los primeros hacen referencia a los
precisos controles fisiolégicos que regulan cualidades fisico-
quimicas del medio interno del organismo (por ej. osmolari-
dad o presién parcial de oxigeno) o la concentracién de
sustancias endégenas (por ej. glucosa, pH); la allostasis se
refiere a las alteraciones que pueden ocurrir en los mecanismos
regulatorios como los cambios en la concentracién de una
molécula endégena (por ¢j. el de un ligando especifico para
una macromolécula receptora) o en el sez-point de pardmetros
fisiolégicos particulares (por €j. presién sanguinea, frecuencia
cardiaca).

Y también debemos incluir en nuestros objetivos
futuros, el desarrollo de nuevas herramientas y modelos (que
se afiadirdn o perfeccionarin los disponibles como los QSAR,
quantitative structure-activity relationships) que permitirin
extrapolaciones conflables y anticipaciones predictivas. En
linea con esto, algunos colegas ya han incorporado en sus
proyectos, programas y textos a la Ecotoxicologia predictiva
(Villeneuve y Garcia-Reyero, 2011); este nuevo Capitulo de la
Ecotoxicologia integra la informacién proveniente de mode-
los complementarios que lo enriquecen; destacamos los
siguientes:  Biologically-based  dose-response  (BBDR),
Physiologically-based Toxicogenetics (PBTG) y Physiologically-
based Pharmacokinetic Modelling (PBPK); todos ellos, a su vez,
se robustecen cuando se los acopla a otras herramientas
bioquimicas mds recientes, como el secuenciamiento y los
catdlogos de ADNSs, o la precisa identificacién de proteinas
reguladoras clave de las fases dindmicas y las cinéticas de los
téxicos (véase Blaauboer, 2003).

? Cabe mencionar que la presencia de nanomateriales en el ambiente puede ser consecuencia de su utilizacién en tecnologias de remediacién de ecosistemas

alterados
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Entendemos que los Bioquimicos Ambientales de
este tiempo hemos de involucrarnos en la comprensién
intima, suborganismica, de los mecanismos de accién de los
téxicos. Alcanzar este objetivo no serd ficil, pero podrén venir
en nuestro auxilio datos acumulados en el pasado, o los provis-
tos por el comportamiento, debidamente contextualizados, de
biomarcadores seleccionados, especificos, de exposicién o
efecto, asi como los modelos predictivos que mencionamos
mids arriba. En suma, nos espera un tiempo que demandard
estar preparados para contribuir desde la nuestra especialidad,
al estudio de la secuencia de eventos téxicos a partir de las
fases moleculares iniciales y hasta las manifestaciones dltimas
de los efectos adversos, procurando describir el mapa de un
largo y, a veces, tortuoso camino, describiendo y asociando
todos los eventos intermedios que puedan ser registrados
entre esos extremos.

Es oportuno afadir en este punto que no se trata
solamente de interpretar cuali y cuantitativamente, desde la
Bioquimica, las interferencias funcionales atribuibles a la
toxicidad de una sustancia o una mezcla de ellas; también serd
importante transitar el camino en direccién inversa, esto es,
investigando los mecanismos subyacentes para la recuperacién
de las funciones que han sido afectadas, para determinar los
grados de reversibilidad de los efectos adversos, para la restau-
racién de las condiciones originales o para descubrir mecanis-
mos de adaptacién que pueden habilitarse secundariamente a
la exposicién al téxico o cuando la misma ha cesado.

Finalmente, debe quedar claro que no visualizamos a
los bioquimicos como investigadores abocados, en soledad, al
estudio innovativo de algunas de las problemidticas de la
Ecotoxicologia moderna; por el contrario, la multi- e inter-
disciplinariedad de los enfoques acortard el camino para
alcanzar las metas cientificas que nos hemos propuesto como
contribuciones al desarrollo y vitalidad de la Ecotoxicologia
(cientifica y practica).
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Jenynsia multidentata (Anablepidae, Cyprinodonti-

formes) es un pez viviparo autéctono que presenta una amplia
distribucién neotropical, habitando desde la provincia de Rio
Negro (Argentina) hasta Rio de Janeiro (Brasil).
Estudios realizados sobre ensambles de peces en el rio Suquia
mostraron su presencia tanto en sitios pristinos como con alto
grado de contaminacién. Esta caracteristica sumada a su alta
abundancia en rios de la provincia de Cérdoba, y la facilidad
con la que pueden ser transportados y mantenidos en labora-
torio propician la utilizacién de estos organismos como centi-
nelas de contaminacién acudtica. Sin embargo, el uso de un
nuevo organismo indicador requiere de estudios previos para
conocer diversos aspectos de su biologia como asi también
conocer sus respuestas bioldgicas medibles (biomarcadores) al
ser expuesto a un toxico en estudio.

Nuestro grupo de trabajo comenzé por realizar
ensayos de laboratorio con el fin de evaluar la respuesta de
biomarcadores de exposicién y de efecto frente a distintos
contaminantes.

A través de exposiciones durante 24 h a lindano se
demostré que concentraciones superiores a 6 pg L™ activan la
enzima Glutatién S-Transferasa (GST), inhibiéndose esta
actividad a 75 pg L™. Coincidentemente, se observé un
aumento en la velocidad de acumulacién del pesticida en
J.multidentata desde el momento en que se observé la inhibi-
cién enzimidtica. El andlisis histopatélégico mostré dafos
fisiolégicos reversibles a bajas dosis que se transformaron en
dafios severos a mayores concentraciones incluyendo fibrosis
hepitica y presencia de nucleos carioliticos en cerebro de los
individuos expuestos.

En condiciones similares se realizé la exposicién de
J-multidentata a 1,2 y 1,4 Diclorobencenos (DCB) midiendo
la respuesta de enzimas antioxidantes asi como la determina-
cién de sustancias reactivas con Acido Tiobarbitirico en

higado, branquias y cerebro. Los resultados obtenidos permi-
tieron concluir que 1,2 DCB serfa mds téxico que 1,4 DCB
para J.multidentata. El cerebro resulté el 6rgano mis afectado
por el estrés oxidativo asociado a la presencia de estos
compuestos.

El efecto de Endosulfin sobre esta especie fue
estudiado en profundidad; demostrando su incorporacién,
distribucién y metabolismo en distintos érganos a distintas
concentraciones (desde 0.072 a 1,4 pug L™). En el mismo
rango de concentraciones, se comprobé la activacién de
enzimas antioxidantes principalmente en higado y branquias y
una disminucién en la actividad natatoria dentro de las 24 h
de exposicién a 1,4. ug L.

La incorporacién, distribucién y acumulacién en
J-multidentata también fueron estudiadas para las cianotoxi-
nas, en particular para Microcistina-RR. Por ensayos de
laboratorio se observé la acumulacién en higado branquias,
musculo y cerebro. El efecto de esta exposicién aumentaria la
actividad natatoria de estos organismos a bajas concentracio-
nes y la disminuirfa a altas concentraciones, coincidente este
ultimo resultado con la activacién de GST, enzima involucra-
da en la detoxificacién de estos compuestos.

Variaciones en la expresién de la P-glicoproteina
asociada al Sistema de Resistencia a Multixenobidticos en
J-multidentata fue demostrado para Microcistina-LR por
PCR en tiempo real y Western Blot. Para ello identificamos
previamente la secuencia parcial del gen y estudiamos la
expresién basal del sistema en este organismo. La importancia
de este estudio radicé no sélo incorporar una respuesta biols-
gica plausible de ser utilizada como biomarcador, sino demos-
trar la presencia de un sistema de resistencia a variados
compuestos que podria explicar la capacidad de J.multidentata
para sobrevivir en ambientes de alta contaminacién.

Estos resultados obtenidos en bioensayos indicando
a J.multidentata como una posible especie centinela de la
contaminacién acudtica fueron reforzados por un estudio
realizado a campo, sobre el rio Suquia.

Para este trabajo se monitorearon 5 sitios ubicados a
lo largo del rio durante 2 afios analizando en todos ellos la
calidad fisicoquimica del agua, el contenido de metales en
agua y sedimentos y la actividad de enzimas antioxidantes en
distintos 6rganos de [multidentata. La intensidad de la
respuesta de los biomarcadores utilizados mostré una buena
correlacién con los distintos niveles de contaminacién presen-
tes en el rio. El uso conjunto de variables bioldgicas y fisico-
quimicas tradicionales del anlisis de aguas permitié caracteri-
zar integralmente cada tramo del rio Suquia estudiado.
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Frecuentemente , los biomarcadores son clasificados
como especificos e inespecificos. El uso de biomarcadores
especificos de un téxico o un grupo de toxicos es nuestro
préximo desafio.

Conociendo la presién antrépica que sufren los rios
de Cérdoba comenzamos a desarrollar las técnicas necesarias
para medir biomarcadores asociados a la presencia de disrup-
tores enddcrinos. Se ha observado que determinados téxicos
afectan la expresién y/o actividad de la enzima esteroidogéni-
ca aromatasa P450 (CYP19a), que cataliza la conversién de
andrégenos C-19 en estrégenos C-18. En Jmultidentata
hemos identificado la secuencia parcial de dos isoformas:
Cypl9ala de expresién predominantemente en génadas y
Cyp19a2b de expresién predominantemente en cerebro. La
exposiciéon de machos de [multidentata a concentraciones
ambientalmente relevantes de 17 -estradiol durante 28 dias
mostré no sélo un aumento en la expresién de la isoforma
cerebral sino alteraciones en otros pardmetros indicativos de la
biologia reproductiva de Jmultidentata como la conducta
reproductiva y la calidad del esperma.

Cambios en la actividad sexual masculina de /. mu/-
tidentata, sumado a alteraciones histolégicas en higado y
branquias se observaron en respuesta a la exposicién a una
formulacién comercial de glifosato.

Los
sobre estas respuestas bioldgicas necesitan adn ser estudiados
en bioensayos para poder luego evaluar su utilidad en monito-
reos de campo.

efectos de otros contaminantes ambientales

Futuros estudios que permitan avanzar en el
cocimiento de la respuesta de biomarcadores especificos e
inespecificos en [multidentata, confirmarian que estos
organismos son una potencial especie centinela de la contami-
nacién acudtica de rios de regiones neotropicales.

Palabras clave: biomarcadores especificos e inespecificos, rio
Suquia, peces.
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Mecanismos De Inmunotoxicidad Dependientes Del
Receptor De Aryl Hidrocarburo (Ahr)
Y La Via De Senalizaciéon Nf-kB
Blanco, Guillermo A
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El receptor de aryl hidrocarburo (AhR) es un miem-

bro de una familia de proteinas que actian como factores de

transcripcién conocida como hélice-bucle-hélice basica /Per-

Arnt-Sim (bHLH/PAS). En vertebrados es un receptor de
hidrocarburos aromidticos planares como 3-meticolantreno,
benzo-a-pireno, 2,3,7,8 dibenzo p dioxina (TCDD) y otro
hidrocarburos polihalogenados y polibrominados. Los genes
de la via de sefializacién de AhR son conservados en animales
acudticos de acuerdo a estudios filogenéticos con secuencias de
genes obtenidas de bivalvos, anfibios, teleésteos y mamiferos.
Sin embargo la capacidad de unién del AhR a hidrocarburos
planares como las dioxinas habria sido una adquisicién evolu-
tiva de los cordados. No se ha demostrado que los ortélogos
identificados en bivalvos, insectos y nematodos puedan unir
TCDD u otros hidrocarburos planares. Estos ligandos consti-
tuyen importantes contaminantes ambientales antropogéni-
cos. En particular TCDD es el ligando mis potente del AhR
y es conocido por su elevada toxicidad sobre el sistema
inmune. A lo largo de los afios se ha confirmado su capacidad
de inducir la atrofia del timo en mamiferos debida a la muerte
selectiva de linfocitos, y la capacidad de suprimir la respuesta
inmune adaptativa celular y humoral de muchas especies. Esto
motivé la necesidad de identificar mecanismos moleculares
mediados por AhR que pudieran explicar la potente inmuno-
toxicidad. Sélo recientemente se han comenzado a identificar
los potenciales ligandos endégenos del AhR y a especular
acerca del rol fisiol6gico que esta via de sefializacién podria
tener, més alld de la induccién de genes como CYP1A1 para
el metabolismo de los hidrocarburos agonistas. El factor
nuclear Kappa B (NF-kB) es un factor de transcripcién pleio-
trépico que tiene un rol central en el sistema inmune innato y
adaptativo de los vertebrados. En la dltima década se ha
avanzado en el conocimiento del cruzamiento entre la via
AhR ylavia NF-kB y su efecto modulador reciproco. Esto ha
contribuido a entender los mecanismos de inmunotoxicidad
de las dioxinas. NF-kB es en realidad una familia de cinco
miembros presentes normalmente en el citoplasma y su traslo-
cacién nuclear ocurre cuando estimulos especificos como los
lipopolisacdridos bacterianos en ciertas células del sistema
inmune provocan la activacién de su inhibidor y la trasloca-
cién nuclear como un homo o heterodimero. Algo similar
ocurre con el AhR cuando se une a ligandos como TCDD y se
transporta al nicleo formando un heterodimero con otra
proteina conocida como traslocador nuclear asociado a AhR
(ARNT). Hace ya una década que se identificé por primera
vez el cruzamiento de las vias AhR y NF-kB debido a la
formacién de un heterodimero AhR-RelA, siendo RelA uno
de los cinco miembros de NF-kB. Este hallazgo permitié
comenzar a entender muchos de los potentes efectos inmuno-
supresores de las dioxinas por las consecuencias inhibitorias
sobre la transcripcién de muchas citoquinas fundamentales en
la respuesta adaptativa celular y humoral. También permitié
entender mucho acerca de la induccién de muerte apoptdtica
por TCDD en linfocitos. Sin embargo no siempre el cruza-
miento entre AhR y NF-kB redunda en una inhibicién de la
transcripcién de los genes dependientes de NF-kB por
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agonistas del AhR y esto fue notado en varios estudios sobre
efectos de TCDD en la respuesta inflamatoria. M4s reciente-
mente se ha identificado la formacién de heteodimeros
AhR-RelB y su participacién central en efectos de estimula-
cién de la via de NF-kB especialmente durante la respuesta
inmune innata e inflamatoria. Esto ha permitido entender
parte de los mecanismos por los cuales se incrementan
citoquinas inflamatorias como TNF-a, IL8, IL-1 ¢ IL6 y
como por otra parte se altera la maduracién normal de las
células dendriticas. Una aspecto de interés actual es saber si
este cruzamiento de AhR con RelB tiene o no relacién con la
potente estimulacién que tiene TCDD en la induccién de
células CD4+CD25+Foxp3+ conocidas como linfocitos T
reguladores y en que medida contribuye a la inmunosupresién
que se observa aun a muy bajas dosis de exposicién. El sistema
inmune adaptativo requiere de la proliferacién de linfocitos
que reconocen los agentes extrafios. Desde el punto de vista
evolutivo el sistema inmune adaptativo surgié con los peces
cartilaginosos y se caracteriza por la produccién de anticuer-
pos y receptores linfocitarios en base a recombinacién de
genes y creacion de diversidad en el sitio de combinacién con
el antigeno de manera anticipada durante la maduracién
ontogénica y previa a entrar en contacto con los patégenos. La
similitud del sistema inmune de los vertebrados explica que
NF-kB tenga un rol similar en la respuesta inmune de peces,
anfibios, aves, reptiles y mamiferos. Siendo que el AhR de
estos grupos es sensible a ligandos del AhR como TCDD es
apreciable el impacto que tiene conocer los mecanismos de
toxicidad inmune dependientes del cruzamiento de las vias

AhR-NF-kB

Sin duda el efecto inmunosupresor de ecotéxicos con
actividad de ligando de AhR en especies de vida silvestre
puede tener graves consecuencias ecolégicas. Un ejemplo es el
incremento en la susceptibilidad a patégenos naturales en una
especie particular, el impacto que ello puede tener sobre las
tasas reproductivas de esa especie y las consecuencias sobre el
equilibrio ecolégico y la biodiversidad. El AhR ha sido utiliza-
do para la biodeteccién de ligandos dioxina-similes en
sistemas basados en la transfeccién asociada a genes reporteros
como luciferasa sobre lineas celulares. Estos sistemas de scree-
ning han sido aplicados al monitoreo de aguas, sedimentos,
especies sésiles de invertebrados como bivalvos o anélidos
poliquetos. Estos sistemas son simples de aplicar al screening
en peces, aves y mamiferos de vida silvestre. Han sido utiliza-
dos en plasma humano durante los ultimos afios en varios
estudios epidemiolégicos relacionado con exposicién a dioxi-
nas. Sin duda el conocimiento mecanistico de cruzamiento
AhR-NF-kB y sus consecuencias sobre el sistema inmune
convierte a este biomarcador en un parimetro de gran
relevancia para la ecoinmunotoxicolgia tanto en el marco
experimental de laboratorio como en los estudios de campo.

Palabras Clave: AhR — NF-kB — dioxinas — TCDD — Inmu-

notoxicidad — hidrocarburos aromiticos policiclicos — hidro-
carburos aromiticos polihalogenados - biodeteccién
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La Glicoproteina-p Como Un Potencial Biomarcador De
Exposicién A Xenobiéticos.
Fabricio D. Cid, Guido Ferndndez Marinone, Enrique
Caviedes-Vidal.

Laboratorio de Biologia “Prof. E. Caviedes Codelia”, FCH. UNSL - Labora-
torio de Biologia Integrativa, IMIBIO-SL. CONICET - Departamento de
Bioquimica y Ciencias Biolégicas. FQByF. UNSL. Chacabuco 917, 5700 San
Luis, Argentina. fabricio.cid@gmail.com.

La contaminacién ambiental es un problema global
que afecta en forma negativa diferentes regiones del mundo,
no sélo perjudica la salud de los seres humanos, los sistemas
productivos, sino que también tiene un fuerte impacto negati-
vo sobre los ecosistemas y la vida silvestre. En ambientes
contaminados los seres vivos estin expuestos a mezclas
complejas de contaminantes quimicos que pueden ingresar a
los organismos a través de varias vias (respiratoria, digestiva,
cutdnea, etc.). Por otra parte, debido a la diversidad y variabili-
dad de los contaminantes quimicos, los mecanismos de defen-
sa que presentan los diferentes organismos tienen gran versa-
tilidad y adaptabilidad. La biotransformacién de xenobidticos
liposolubles ocurre bdsicamente a través de dos fases. En la
fase I se incrementa la reactividad quimica de la estructura
molecular de los xenobidticos facilitando la reaccién de éstos
con los agentes de conjugacion que constituyen la fase II. En
los ultimos afios, ademis de estos mecanismos de defensa, se
ha descrito una primera linea de proteccién del organismo.
Esta proteccién estd compuesta por transportadores, como la
glicoproteina-P (P-gp), situados en las membranas celulares,
que son activos frente a ciertos sustratos frenando o disminu-
yendo el flujo neto de los compuestos quimicos hacia el
interior de las células. La glicoproteina de permeabilidad
(P-gp) es una bomba dependiente de ATP que expulsa
sustancias al exterior de la célula, pertenece a la superfamilia
ATP-Binding Cassette (ABC) y dentro de ésta a la subfamilia
de la MDR que son proteinas involucradas en la resistencia a
multidrogas. P-gp estd compuesta por unos 2000 aminoacidos
(170kDa) con un grupo N-terminal glicosilado y presenta 6
dominios de transmembrana. P-gp se ha descrito en mamife-
ros en una variedad de tejidos normales (ej. barrera hematoen-
cefilica, higado, rifién, génadas, intestino, pulmén, ojos y
corazén) y estd involucrada en el transporte activo de molécu-
las lipofilicas u orgédnica a través de las membranas celulares.
Curiosamente, parte de la notoriedad de P-gp estd dada no
por su rol en células normales, sino en neoplésicas, donde se ha
observado una sobreexpresiéon que aporta a la resistencia
frente a muchas drogas citotoxicas disminuyendo la eficacia de
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los tratamientos. De esta manera, la mayoria de los estudios
disponibles a la fecha han sido realizados en mamiferos, mas
especificamente en seres humanos y ratas. Ademds, también se
ha demostrado la presencia de esta glicoproteina en todos los
taxones animales examinados hasta la fecha, incluyendo
nematodos, moluscos, insectos, aves, anfibios, peces y reptiles.
Por lo cual, se ha hipotetizado que la P-gp confiere proteccién
a los animales frente a xenobidticos naturales y antropogéni-
cos que estdn presentes en el ambiente.

Recientemente se ha propuesto utilizar la actividad
y/0 expresion génica de P-gp en organismos como un biomar-
cador de exposicién a contaminantes. En este sentido, un
rasgo importante de esta glicoproteina es que se ha demostra-
do una modulacién de su actividad en diferentes especies,
incrementdndose ésta cuando los organismos son expuestos a
toxinas que constituyen su sustrato. En experimentos contro-
lados realizados con mamiferos y aves domésticas se ha obser-
vado que la actividad y expresién de la P-gp es dosis depen-
diente, y que la respuesta depende de la toxina administrada.
En ensayos de laboratorio y de campo realizados en peces se
encontré una induccién de la P-gp cuando los individuos son
expuestos a petréleo y/o a algunos de sus derivados. En nema-
todos resistentes a ivermectina se encontré que el ARNm de
P-gp estaba presente en mayores cantidades que en aquellos
sensibles a este antiparasitario. Ademds, en investigaciones
realizadas in situ encontraron una mayor expresiéon de P-gp en
organismos acudticos (moluscos) que habitan en zonas conta-
minadas en comparacién con los que se encuentran en zonas
menos alteradas.

Sin embargo, también se ha observado que la expre-
sion de P-gp en algunos organismos acudticos (moluscos)
tiene una variacién estacional, y atin no estd totalmente diluci-
dada la relacién entre su expresion, los pardmetros fisicoqui-
micos y los contaminantes presentes. Ademds, otro inconve-
niente que presenta el uso de P-gp como biomarcador es que
en algunos vertebrados se han reportado respuestas diferentes
e incluso inversas en la expresiéon de P-gp dependiendo del
sexo, toxina, tejido y/u 6rgano analizado. En ratas se ha obser-
vado que la expresion difiere segun el sexo, y ademds presenta
una expresién diferencial a lo largo del intestino. También se
han observado diferentes niveles de expresiéon en diversos
tejidos de rata en respuesta a la administracién de
ciclosporina-A, un firmaco considerado como inductor de
P-gp. En aves de corral se hallé que la expresion de P-gp
aumenta en higado y duodeno frente a monensina, pero con
bacitracina, disminuye en un 45% en higado, mientras que la
expresién proteica en duodeno no se ve afectada. En particular
en nuestras investigaciones sobre el rol de la Pgp en aves
paseriformes, observamos que en diamante mandarin
(Taenopigya guttata), la ingesta de una toxina natural
(capsaicina) produce cambios diferenciales en los niveles de
RNAm de P-gp segun el 6rgano estudiado. Este hallazgo

constituye las primeras evidencias sobre la modulacién
diferencial del ARNm de P-gp en aves paseriformes.

Si bien ciertos antecedentes esbozan la posibilidad
de utilizar la actividad y expresién de P-gp como biomarcador
de exposicién a xenobiéticos, principalmente en organismos
acudticos, también plantean la necesidad de realizar un mayor
numero de investigaciones tendentes a dilucidar el comporta-
miento de ésta glicoproteina en diferentes especies, bajo
diferentes condiciones ambientales y con diferentes toxinas y
dosis. Ademds, considerando que en algunas especies la
respuesta de esta glicoproteina es dependiente del tipo de
toxina y dosis aplicada, previo a su consideracién como
biomarcador resulta imprescindible establecer el efecto sinér-
gico que pueden tener diferentes mezclas de toxinas o conta-
minantes ambientales sobre la P-gp. Asimismo seria deseable
el desarrollo de nuevas metodologias de cuantificacién de este

sistema que sean econdmicas, rdpidas y menos invasivas. Este
trabajo fue financiado por FONCYT2007-01320 y UNSL-
CyT 22Q051.
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Biomarcadores De Peces Nativos Y Estandarizados:
Ensayos De Campo Como Herramienta Diagnéstica De
La Calidad De Tres Rios Periurbanos De La Provincia De
Buenos Aires
Fde la Torre, Fernando R.7, 2

1Programa de Ecofisiologia Aplicada- Instituto de Ecologia y Desarrollo
Sustentable, Departamento de Ciencias Basicas, Universidad Nacional de

Lujén. 2CONICET, Argentina. fdelatorre@unlu.edu.ar

Los centros urbanos e industrializados son genera-
dores de poluentes potencialmente téxicos que pueden alterar
temporaria o definitivamente el normal equilibrio homeosti-
tico de los ecosistemas acudticos. En particular, el impacto
adverso de la actividad antropogénica en el conurbano bonae-
rense es evidente en dos cuencas (Lujin y Reconquista) que
reciben en su recorrido el aporte desechos urbanos e industria-
les de distinto tipo y desagotan finalmente sus aguas en el Rio
de la Plata contribuyendo a un deterioro de la calidad del agua
de este cuerpo receptor. La informacion generada a partir de
pardmetros biomarcadores de contaminacién ha tomado
creciente importancia como herramienta de evaluacion
ecotoxicoldgica de los ambientes acudticos. Las respuestas de
una “bateria” de biomarcadores evaluadas en distintas
especies-prueba de peces constituyen una valiosa herramienta
que puede diagnosticar la condicién ecotoxicolégica de los
ambientes. La evaluacién de dichos biomarcadores mediante
ensayos de campo realizados por confinamiento de organis-
mos en jaulas y/o recoleccién de ejemplares iz sifu tienen gran

44



Anales 2011

relevancia por su aplicabilidad en monitoreos. Empleando esta
propuesta metodoldgica se realizaron ensayos de campo con
ejemplares juveniles de dos especies nativas (Pimelodella
laticeps y Leporinus obtusidens) y de una estandarizada
(Cyprinus carpio) evaluando el impacto de la contaminacién en
distintos sitios de interés. Asi se evalué el aporte difuso de la
contaminacién agropecuaria en un afluente del rio Reconquis-
ta localizado en la cuenca alta y el aporte urbano e industrial
en la zona de desembocadura del rio; se estudié ademis la
calidad del rio Lujdn en un sitio localizado en la cuenca media
y en la baja del rio. Por su parte en el Rio de la Plata se realiza-
ron ensayos en un sitio que recibe el aporte conjunto de las
cuencas y Reconquista y en sitio aledafio a dos grandes centros
urbanos que recibe también aportes de un polo petroquimico.
Los peces permanecieron en los distintos sitios durante
(15-20) dias sumergidos en jaulas (densidad de carga no
mayor a 2 g/p.c.) afirmadas al lecho. Las respuestas experi-
mentales se compararon con las de peces expuestos en sitios
considerados de referencia por su escaso impacto antrépico
localizados en las cuencas del rio Reconquista, Lujan y Parand.
En el caso especial de Leporinus obtusidens el impacto adverso
del sitio de interés se evalué mediante la recoleccién in situ de
ejemplares mediante redes. En todos los casos se tomaron
muestras de agua, sedimento para determinar presencia de
contaminantes y se determinaron pardmetros fisicoquimicos
basicos en agua. Los estudios realizados se focalizaron en el
andlisis de biomarcadores integrados en distintos niveles de
complejidad biolégica y dependieron de la especie considera-
da. Los parametros estudiados se vincularon con el metabolis-
mo de biotransformacion (CYP1A1, glutation-S-transferasa
(GST) y metabolitos biliares), estrés oxidativo (actividad de
enzimas antioxidantes glutation reductasa (GR), glutamato
cisteina ligasa catalasa (GCL), superéxido dismutasa (SOD),
catalasa (CAT), la capacidad antioxidante contra peroxi
radicales (ACAP), peroxidacion lipidica(TBARS), concentra-
cién del glutation reducido (GSH)), respuestas de desorgani-
zadores enddcrinos (vitelogenina plasmiética, VTG). Los resul-
tados obtenidos permitieron evaluar la sensibilidad y la
respuesta biomarcadora de los pardmetros y demostraron la
utilidad de la metodologia empleada verificando respuestas
diferenciales de los biomarcadores para las especies ensayadas
acordes a la calidad ambiental de los sitios evaluados.

(Financiacién: CONICET-PIP; ANPCyT-PICTRAICES,
UNLu).

Palabras clave: biomarcadores de contaminacién de peces—
ensayos de campo — especies nativas y estandarizadas
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Farmacos En E1 Ambiente.
Elorriaga Y., Carriquiriborde P, Marino D.J], Ronco A.E.
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La continua introduccién a cuerpos de agua superfi-
ciales de los compuestos farmacéuticos a través de vertidos
cloacales ha venido siendo recientemente considerado un
tema de relevancia e interés ambiental, por los potenciales
efectos adversos sobre la biota acudtica, los ecosistemas y, en
ultima instancia, para la salud humana. El uso de biomarcado-
res es una importante herramienta para el estudio de los
efectos asociados a la exposicion de la biota no blanco a estos
compuestos. El presente estudio, en desarrollo en el marco del
plan de trabajo de una tesis doctoral, se plante6 en dos etapas
de investigacion. En una primera etapa se realizé un monito-
reo de los compuestos farmacéuticos mds relevantes en
ambientes acudticos superficiales representativos, tanto en los
sitios donde se realizan los vertidos cloacales, como en zonas
de influencia de los mismos. Como segunda etapa de estudio,
se propone evaluar respuestas biol6gicas a nivel bioquimico
que puedan ser utilizadas como biomarcadores de exposicién
y/o efecto inducidos por compuestos puros y mezclas de los
firmacos que resultaron ser de mayor relevancia por su
frecuencia y concentracién en los andlisis quimicos, utilizando
la especie Odontesthes bonariensis (Pisces: Atherinopsidae),
organismo modelo que ha venido siendo empleado en evalua-
ciones a escala de laboratorio. La interpretacién de los datos
desde la visién bioquimica brinda un aporte valioso para la
clarificacién de la posible significacién de los resultados y su
adecuada comunicacién. Existen antecedentes bibliogréficos
de diversas regiones del mundo, sobre la deteccién de produc-
tos farmacéuticos en efluentes de las plantas depuradoras de
aguas residuales, en aguas superficiales, e incluso en aguas de
consumo. En Argentina no existen datos sobre la presencia de
estos contaminantes en el ambiente. En base a encuestas sobre
su consumo en la regién y antecedentes bibliogrificos, se
selecciond un grupo de farmacos para su estudio en descargas
de efluentes cloacales (crudos o con tratamiento primario) y
en aguas superficiales (margen sur del Estuario del Rio de la
Plata, lagunas de la Regién Pampeana). Las determinaciones
se realizaron mediante HPLC/DAD/MS, previo tratamiento
de filtracién y extraccién en fase sélida de las muestras. En la
totalidad de las muestras se encontré un patrén similar de
compuestos, prevaleciendo los antiinflamatorios no esteroi-
deos, antiepilépticos, beta-bloqueantes y la cafeina que es un
estimulante y es utilizada como trazador de descargas cloaca-
les. En el Rio de la Plata, algunos de los compuestos fueron
detectados a una distancia de hasta 1 km de la descarga,
evidenciando el alcance del impacto en el cuerpo receptor. Los
efectos adversos que los firmacos pueden tener sobre los
organismos y el ambiente han sido demostrados. La mayoria
de los ensayos de toxicidad letal aguda con productos farma-
céuticos sobre organismos acudticos sugieren un bajo riesgo
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ecotoxicolégico. Sin embargo, existen estudios que han
demostrado efectos adversos cuando se consideran exposicio-
nes subletales y crénicas. Los organismos acudticos estdn
expuestos a bajas concentraciones a lo lardo de todo su ciclo de
vida. El estudio de respuestas especificas que actien como
sefiales de alerta temprana (biomarcadores) permitird contar
con herramientas ecotoxicoldgicas para la deteccién de poten-
ciales efectos adversos inducidos por exposiciones crénicas a
estos compuestos sobre la biota acudtica.

Palabras clave: contaminacién, productos farmacéuticos,
biomarcadores.
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Efectos De Los Andrégenos Antropogénicos En La
Gonadogénsis En El Pejerrey Bonaerense.
Fernandino, J.1; Gonzdlez, A.; Somoza, G.M.

Instituto de Investigaciones Biotecnoldgicas-Instituto Tecnolégico de
Chascomtis (CONICET-UNSAM). Av. Intendente Marino Km. 8,2
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fernandino@intech.gov.ar

La identificacién de los disruptores endécrinos (DE)
ha ido creciendo en los ultimos afos. Estos compuestos
alteran el normal funcionamiento del sistema endécrino de los
organismos, produciendo efectos adversos sobre si mismos, su
progenie y/o la poblacién. Los cuerpos de agua lénticos de la
Eco-regiéon Pampeana son particularmente susceptibles al
impacto de los DEs debido a que en ellos se vierten los efluen-
tes cloacales de las poblaciones aledafias luego de tratamientos
primarios en el mejor de los casos. Este tipo de tratamientos
no elimina entonces los esteroides antropogénicos los cuales
pueden ser detectados en las aguas receptoras. La testosterona
y su metabolito 5a-dihidrotestosterona (DHT), son los
principales andrégenos encontrados en este tipo de efluentes
en distintos lugares del mundo.

Debido a la importancia de los esteroides en el desti-
no final de la génada, direcciondndola hacia el desarrollo de un
testiculo o un ovario, el objetivo de este trabajo fue estudiar el
impacto de DHT en el proceso de
determinacién/diferenciacién sexual en larvas del pejerrey
bonaerense (Odontesthes bonariensis).

Las larvas fueron obtenidas del stock de reproducto-
res del instituto, mantenidas en un sistema cerrado a tempera-
tura (25°C) y fotoperiodo (16L:80) constantes y alimentadas
con alimento comercial solo o suplementado con 0,1y 10 pg/g
de DHT, durante 6 semanas luego de la eclosién. Este periodo
fue elegido debido a que a esta temperatura ya ha concluido el
proceso de determinacion sexual. En ese momento se tomé

una primera muestra para la cuantificacién por Real Time
PCR de los siguientes genes, de importancia en los procesos
de diferenciacién gonadal: cyp19ala, hsd1162 y amh. El
experimento se continué hasta la semana 11, momento en el
cual se tomé una muestra final para el andlisis de la proporcién
de sexos y el desarrollo gonadal por histologia.

El porcentaje de machos en el grupo control, DHT
0,1 pg/gy DHT 10 pg/g fue: 60%, 59.1% y 81.8% respectiva-
mente, observiandose un desvio en la relacién hacia los machos
en la mayor concentracién de DHT. Los machos expuestos a
DHT mostraron un incremento en el nimero de células
germinales, sugiriendo una induccién temprana de la esper-
matogénesis. Se observé también una disminucién en la
expresién de hsd1162 y amb, debido probablemente a la
inhibicién de la sintesis de andrégenos 11-oxigenados y al
aumento de la espermatogénesis, respectivamente. Sorpren-
dentemente se observé también un aumento en la expresién
de cyp19ala (gen que codifica para la enzima aromatasa gona-
dal responsable de la aromatizacién de testosterona para la
produccién de estradiol), debido probablemente a la metaboli-

zacién del DHT a 5a-androstane-3[3,17B-diol (Bdiol).

Tomados en su conjunto, estos resultados sugieren
que la exposicién de DHT altera los procesos de diferencia-
cién sexual gonadal en esta especie.

Palabras clave: disruptores enddcrinos, efluentes cloacales,
DHT, pejerrey bonaerense
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Revisién Y Analisis De Casos De Estudios Ecotoxicolégi-
cos Realizados En El Centro De Investigaciones Del
Medio Ambiente (Fce-unlp).

Ronco Alicia E.

Centro de Investigaciones del Medio Ambiente, Departamento de Quimica,
Facultad de Ciencias Exactas, Universidad Nacional de La Plata - CONI-
CET. La Plata, Argentina. cima@quimica.unlp.edu.ar

Respondiendo a las nuevas tendencias de diagndstico
para la valoracién de los impactos de contaminantes ambien-
tales, tanto en lo referente al comportamiento ambiental de las
sustancias, como a sus efectos biolégicos, el grupo de trabajo
ha ido desarrollando, adaptando y adoptando nuevas herra-
mientas de evaluacion, junto a aplicaciones a estudios de casos
en las dos ultimas décadas. Esta tendencia también acompafia
a cambios en reglamentaciones vinculadas con el sistema de
gestion de control ambiental, las cuales han ido incorporando
pardmetros ecotéxicos para la evaluacion de vertidos, certifica-
cién de productos, la caracterizacion de residuos peligrosos, de
matrices ambientales de cuerpos receptores. La utilizaciéon de
pruebas de ecotoxicidad se ha incluso extendido para dirimir
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causas legales por contaminacién ambiental. Se han generado
protocolos estandarizados con normas generales y especificas
de evaluacién de efectos biolégicos con ensayos de laboratorio.
Este proceso ha estado mayoritariamente destinado a contar
con herramientas de diagndstico para evaluacién de efectos
agudos aplicados al ambiente acudtico y mds recientemente se
ha extendido al ambiente terrestre. El sistema académico
cientifico ha sustentado el transcurso, se han formado recursos
humanos, se ha fortalecido el desarrollo de herramientas de
diagnéstico con estudios de sensibilidad de especies Neotropi-
cales a compuestos téxicos de relevancia ambiental, se han
generado o adaptado procedimientos especificos de ensayo,
basados en pruebas con especies individuales, baterias de
ensayo, incluso algunas de mayor complejidad para la evalua-
cién de interacciones entre organismos. Por otra parte, ha
crecido el nimero de estudios a nivel subletal y crénico, como
asi también las evaluaciones a campo y la incorporacién de
biomarcadores de exposicién o efecto. Es en esta ultima linea
donde los aportes de la bioquimica han sido mis significativos,
particularmente con técnicas que en algunos casos son de uso
corriente en diagndstico clinico. En particular, nuestro grupo
de trabajo incorporé lineas de investigacién para el estudio de
respuestas biolégicas a nivel sub-individual, que cubrieron
desde el desarrollo y aplicacién de técnicas para valorar la
inhibicién de la actividad nucleolar en células provenientes de
tejido branquial o hepidtico de peces como respuesta a la expo-
sicién a téxicos; la utilizacion de la enzima B-galactosidasa en
ensayos in vitro para evaluar efectos de metales pesados; el
diagnéstico con una bateria de biomarcadores bioquimicos
(hematocrito, hormonas esteroideas, vitelogenina, enzimas de
detoxificacion), acompafiado de pardmetros morfolégicos para
estudiar el impacto de vertidos industriales y su relacién con el
estado de salud de poblaciones de peces; el estudio de perfiles
moleculares por HPLC-MS para la diferenciacién de
organismos provenientes de sitios contaminados respecto a
sitios no contaminados y la determinacién de metabolitos de
exposicion especificos y generales bajo condiciones controla-
das de extraccién ("non target” andlisis); efectos sobre el meta-
bolismo inducidos por plaguicidas o firmacos y esteroides en
anfibios, peces, insectos y plantas vasculares. Los aportes de
nuevas herramientas de la biologia molecular junto a técnicas
analiticas de ultima generacién estin contribuyendo con
nuevas estrategias de estudio que permiten una mejor
comprensién de problemdticas ambientales al nivel de
respuestas bioquimicas en organismos de muy diverso nivel de
organizacién y escala trofica.

Palabras claves: ecotoxicologia, herramientas de diagndstico,

valoracién de efectos bioldgicos, bioensayos de toxicidad,
biomarcadores, aplicaciones ambientales, reglamentaciones
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Exposicion Ambiental A Plaguicidas: Biomarcadores En
Matrices No Invasivas En El Desarrollo Intrauterino Y La
Infancia.

Rovedatti, MG ? y Magnarelli GG 12

"Facultad de Ciencia Médicas; “LIBIQUIMA (IDEPA-CONICET),
Universidad Nacional del Comahue. Buenos Aires 1400, 8300-Neuquén,
Argentina. Tel/Fax: 0299-4490385.

E-mail: grovedat@jetband.com.ar

Los estudios ecotoxicolégicos referidos al impacto de
la exposicién a plaguicidas en especies no destinatarias han
ampliado el espectro de los posibles efectos en humanos.
Entre los biomarcadores mis estudiados se encuentran los
residuos de plaguicidas persistentes y sus metabolitos, mien-
tras que las colinesterasas (AChE) y carboxilesterasas (CE) se
han establecido como biomarcadores especificos de referencia
en la exposicién a organofosforados y carbamatos en inverte-
brados y vertebrados. En humanos, es frecuente la asociacién
de los crecientes diagndsticos en poblacién infantil de proble-
mas respiratorios, del desarrollo y conductuales con exposicién
ambiental a plaguicidas, siendo la exposicién intrauterina la
primera via de contacto con estos xenobiéticos. Es asi que la
caracterizacién de la exposicién in utero y en la infancia es un
campo que plantea desafios en cuanto a los biomarcadores a
seleccionar y a las matrices a analizar. Los biomarcadores
seleccionados deben reflejar una medida de la exposicién, de
los efectos toxicos y/o de la susceptibilidad individual. Las
matrices deben ser no invasivas y abarcar los periodos vulnera-
bles: el periodo embrionario, el fetal y la nifiez. Sobre estas
bases, la placenta y la saliva surgen como matrices apropiadas.
La placenta se ha utilizado para estudiar la exposicién a
organoclorados y los polimorfismos de proteinas transporta-
doras y de enzimas detoxificantes. En cuanto a la saliva, si bien
ha sido usada como una fuente de informacién de las condi-
ciones fisiol6gicas y patolégicas en roedores y humanos, su
aplicacién en ecotoxicologia ha sido escasa. Nosotros hemos
estudiado la utilidad de AChE y CE para el biomonitoreo de
la exposicién de una poblacién rural del Alto Valle del Rio
Negro en ambas matrices. En placenta, érgano no inervado,
observamos que la actividad de AChE en muestras colectadas
durante el periodo de pulverizaciones (PP) fue mayor que la
obtenida en el periodo de receso (PR), incremento que se
asocié con una mayor expresién de esta enzima. Postulamos
que este aumento afectarfa la vida media de acetilcolina, factor
regulatorio del desarrollo del trofoblasto. Por el contrario, en
PP la CE placentaria disminuy6 significativamente, lo cual se
traduciria en consecuencias a nivel de la farmaco- cinética de
prodrogas y la detoxificacién. Por otra parte, utilizamos la
saliva para la evaluacién de la exposicién a plaguicidas en
nifios de edad pre-escolar comparativamente con sus madres.
Demostramos que, si bien AChE resulté ser mas sensible a la
inhibicién durante PP que CE, CE reflej6 més adecuadamen-
te el grado de exposicion ambiental. Adicionalmente observa-
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mos una mayor inhibicién de AChE y CE salival en los nifios
que en sus madres, resultado que es coherente con el concepto
que los nifios son mds vulnerables que los adultos a la exposi-
cién ambiental a téxicos debido a sus caracteristicas fisiolégi-
cas y comportamentales. Un aspecto de interés que presentan
ambas matrices es la posibilidad de la evaluacién de la disrup-
cién enddcrina por la exposicién a plaguicidas. En la placenta
se sintetizan una variedad de hormonas peptidicas y esteroida-
les, habiéndose demostrado que la aromatasa, enzima clave en
la produccién de estrégenos, resulta un blanco sensible a los
organoclorados. Referido a la exposicién ambiental a OP,
estudios preliminares de nuestro laboratorio sugieren una
disminucién de la produccién de progesterona en placenta en
PP. En saliva, cortisol, progesterona y testosterona han sido
dosadas frecuentemente con fines clinicos, ya que se acepta
que los niveles de estas hormonas reflejan la fraccion libre
circulante en plasma. Sin embargo, no hay informacién referi-
da a estudios de disrupcién endocrina por exposicion a plagui-
cidas utilizando esta matriz. En suma, ambas matrices poseen
un potencial rico en cuanto a la variedad de biomarcadores a
ser explorados para la evaluacién ecotoxicolégica de poblacio-
nes de riesgo.

Palabras clave: carboxilesterasa, colinesterasa, disrupcion
enddcrina, infancia, periodo fetal, placenta, plaguicidas, saliva.
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Esteroides Y Diferenciacién Sexual En El Pejerrey
Bonaerense. Impacto De Los Disruptores Endécrinos.
Somoza, G.M.; Fernandino, J.I; Carriquiriborde, P; Pérez,

M.R.; Gonzdlez, A.

Instituto de Investigaciones Biotecnoldgicas-Instituto Tecnoldgico de Chascomais
(CONICET-UNSAM). Av. Intendente Marino Km. 8,2 (B7130IWA). Chasco-
mils, Provincia de Buenos Aires. Argentina. somoza@intech.gov.ar

Los peces son particularmente utiles como centinelas
de la contaminacién acudtica, ya que son vertebrados que
poseen su ciclo de vida completo en el medio acudtico y su
sistema enddcrino es homdlogo al de los vertebrados tetrdpo-

dos.

El pejerrey (Odontesthes bonariensis) es una especie
gonocérica cuyo proceso de determinacién/diferenciaciéon
sexual se encuentra bien caracterizado. Esta especie posee un
sistema de determinacién sexual por temperatura (T'SD) y
experimentalmente se pueden obtener proporciones similar de
machos y hembras si las larvas son mantenidas durante la
ventana sensible (semanas 1 a 5) a temperaturas intermedias
(24-25°C), o lotes “todos machos” o “todas hembras” si se
exponen a temperaturas altas (29°C) o bajas (17°C) respecti-
vamente. Por otro lado, estd bien establecido que los esteroides

estdn relacionados con este proceso y la administracién de los
mismos durante esa ventana sensible puede influir fuertemen-
te en el proceso de diferenciacién gonadal, llegando incluso a
invertir el efecto de la temperatura.

Estos avances y la identificacién de marcadores
moleculares  relacionados  con el  proceso  de
determinacién/diferenciacién sexual nos han permitido
proponer al pejerrey como un modelo para estudiar los proble-
mas ambientales inducidos por disruptores endocrinos (DEs)
y su relacion con los cambios de temperatura. La plasticidad
de este sistema de determinacién/diferenciacién del sexo en el
pejerrey hace de ésta una especie susceptible y muy interesante
para evaluar el efecto de los DEs, los cuales son capaces de
imitar o alterar las acciones de las hormonas sexuales. Por
ejemplo, en esta especie la diferenciacién morfoldgica del
ovario estd asociada a la sintesis de E, y a la expresion del gen
que codifica para la enzima que lo sintetiza: cypl9ala.
También se ha demostrado que la exposicién de larvas de
pejerrey a E, durante las primeras semanas post-eclosién
produce un 100% de hembras.

El pejerrey habita cuerpos de agua de la Eco-region
Pampeana muchos de los cuales son el reservorio de los
efluentes cloacales de las poblaciones vecinas. Ya que estos
desechos son vertidos en su gran mayoria luego de escaso o
nulo tratamiento, por lo que no resulté extrafio que se detecta-
ran estradiol (E;) y 17a-etinilestradiol (EE;, un analogo
superactivo de E; que es muy utilizado en la formulacién de
las pildoras anticonceptivas) en concentraciones enddcrina-
mente relevantes en estas aguas.

En este contexto, el objetivo de esta presentacion es
mostrar los avances sobre el efecto de la exposicion de estroge-
nos antropogénicos sobre la diferenciacion sexual y expresion
de genes involucrados en las vias de sintesis de andrégenos y
estrégenos en larvas y juveniles de pejerrey.

Palabras clave: disruptores enddcrinos, efluentes cloacales,
estrégenos, pejerrey bonaerense
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Uso De Biomarcadores En Organismos Acuaticos En La
Evaluacién De Impacto De Agroquimicos En E1 Alto
Valle Del Rio Negro.

SCecilia Lascano™, Verénica Sofomayor] * Clara Ventura®,
Enrique Rosenbaum?, Ana Ferrari®, Elena Rivera®, Claudia
Cocca?®, Andrés Venturino®.

JLIBIQUIW, IDEPA, CONICET-Universidad Nacional del Comabhue.
2Laboratorio de Radioisétopos, Facultad de Farmacia y Bioguimica, UBA
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El anélisis quimico ambiental ha permitido aproxi-
marse a una evaluacién del riesgo de organismos por la exposi-
cién a agroquimicos en el Alto Valle. Los resultados son
asimilables con buena aproximacién a los niveles conocidos de
aplicacién, siendo por ejemplo el mds frecuente el organofos-
forado (OP) metilazinfos (MAZ), con un méximo detectado
en aguas de 22 pg/l, seguido por clorpirifos (méximo 1 pg/l),y
carbaril (46 pg/1). Dadas las limitaciones de este tipo de andli-
sis en la evaluacién de impacto por la variacién estacional de
frecuencias y niveles de deteccidn, efectos geofisicos y modelos
hidrodindmicos disponibles, el uso de biomarcadores estd
fuertemente recomendado. El uso de esterasas como biomar-
cadores cldsicos de exposicién a OP y carbamatos marcé
diferencias en la respuesta de poblaciones de gamdridos en
zonas pristinas vs. zonas bajo aplicacién de agroquimicos.
Acetilcolinesterasa (AChE) presenté mayor sensibilidad a
inhibicién en H. curvispina de zona pristina (20X), mostrando
ademds induccién a muy bajas concentraciones de MAZ. Los
mismos individuos mostraron menor actividad de Carboxiles-
terasa (CarbE; 52%), sugiriendo una presién selectiva protec-
tora en la poblacién expuesta, cuya actividad CarbE mostré
inhibicién parcial hasta concentraciones muy altas de carbaril.
Peces introducidos como la trucha arcoiris presentaron una
sensibilidad muy alta en AChE hacia OP del orden de pg/l,
una importante diferencia respecto a concentraciones letales, y
una muy lenta recuperacién a la exposicion, superior a 20 dias.
Al respecto, esto determinaria una muy buena respuesta de
AChE como biomarcador. En estudios con larvas de anfibio
R. arenarum, AChE y CarbE fueron inhibidas a concentracio-
nes altas de OP y carbamatos. Sin embargo los estadios
embrionarios tempranos no presentaron inhibicién de
colinesterasas, o mostraron induccién frente a niveles subleta-
les (mg/l) de OP. En dichos estadios, se observé la
inhibicién/activacién de otros biomarcadores relacionados a
estrés oxidativo y/o detoxificacién, como SOD y GSH-S-
Transferasas. Estudios a campo con larvas de R. arenarum
muestran respuestas de estos marcadores, entre ellas induccién
de AChE e incremento de GSH, que sugieren que las concen-
traciones ambientales alcanzadas pueden ser sensiblemente
mayores a las detectadas. Las poliaminas y la actividad de
Ornitina decarboxilasa (ODC) son biomarcadores interesan-
tes en R. arenarum ya que muestran también respuestas

tempranas a OP y en ausencia de efectos sobre viabilidad y
esterasas. Por ejemplo, clorpirifos presenta en embriones
tempranos una LC50 de 23,3 mg/l, una NOEC de 8 mg/l, y
una IC50 para ODC de 4,6 mg/l. Ademas, los niveles de
poliaminas se correlacionan altamente con pardmetros de
crecimiento de los embriones. Otros biomarcadores demues-
tran también esta capacidad de respuesta en ausencia de
efectos sobre pardmetros cldsicos. Factores de transcripcion
como cFos muestran induccién/ represion en forma ligada a
una posible regulacién sobre ODC en embriones expuestos a
OP. Vias de sefalizacion se inducen (PKC, JNK) o reprimen
(Erk1/2) en respuesta a OP, probablemente mediando los
efectos sobre sistemas antioxidantes. Finalmente, estudios de
avance en cultivos en células humanas nos han permitido
inferir que la exposicién a clorpirifos en niveles relativamente
altos (50 pM) provoca acumulacién de especies reactivas de
oxigeno causando arresto en fase S, mientras que niveles bajos
(0,05 pM) provoca el aumento de la sintesis de ADN, aumen-
to de ciclina E y la fosforilacién del receptor estrogénico a.
Las respuestas de estos marcadores moleculares en evaluacio-
nes a campo podrian sefialar efectos deletéreos de la exposi-
cién a agroquimicos ain en ausencia otros signos, precediendo
dafios a mds largo plazo y mejorando la prediccién de riesgos
ambientales.

En conclusién, el uso de biomarcadores permite
inferir que el escenario de riesgo para especies acudticas en la
regién del Alto Valle puede ser perfeccionado, ya sea porque
las concentraciones ambientales pueden ser mayores a las
predecibles, por aparicién de fenémenos de susceptibilidad o
tolerancia, o directamente por la aplicacién de biomarcadores
mds tempranos o sensibles que los cldsicos propuestos para
agroquimicos.

Palabras clave: plaguicidas; esterasas; sistemas antioxidantes;
poliaminas; biomarcadores moleculares.

*Los autores contribuyeron en igual proporcién al presente
trabajo
Financiamiento: PICT Redes 214-2007, ANPCyT-
Ministerio de Ciencia y Tecnologia. Programa 04-1004
UNCo.
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QJ Actividades Académicas 2011

Academia Nacional de Farmacia y Bioquimica.

Consejo Directivo
El 28 de abril tuvo lugar la Asamblea Ordinaria convocada para proceder a la eleccion de los miembros que cesan su
mandato, siendo elegidos por un periodo de dos afios: un Vicepresidente, un Prosecretario, un Protesorero, un Vocal Titular y un

Vocal Suplente y por un afio tres Revisores de Cuentas.

El Consejo Directivo quedé constituido de la siguiente manera:

Presidente: Acad. Carlos M. Baratti
Vicepresidente: Acad. Miguel Angel Caso
Secretario General: Acad. Gabriel Mato
Prosecretario: Acad. Marta M. Salseduc
Tesorero: Acad. Ronaldo Meda
Protesorero: Acad. Miguel D’ Aquino
Vocales Titulares: Acad. Carlos A. Gotelli
Acad. Juan Pablo F.C. Rossi
Vocales Suplentes: Acad. Otmaro E. Roses
Acad. Modesto C. Rubio
Revisores de Cuentas: Acad. Alfredo A. Hager

Acad. Eloy E. Mandrile
Acad. Francisco Stéfano

El Consejo Directivo realizé durante este periodo diez (10) reuniones y el Claustro Académico se reunié en ocho (9)
oportunidades.

La némina de las Comisiones y la composicion de las Secciones figuran como anexos 1y II.

Asuncion de Nuevas Autoridades
Nuevos Académicos Titulares

En la reunién de Claustro del dia 23 de abril fue designado Académico Titular al Dr. Alfredo Salibiin hasta entonces
Académico Correspondiente y fue electa como Académica Titular la Dra. Maria Guillermina Volonté (Ciencias Farmacéuticas).
Los Doctores Marcos Pizzolato y Osvaldo Cascone, fueron electos Académicos Titulares (Ciencias Bioquimicas) en la reunién
del Claustro del 27 de octubre, mientras que en la reunién del 24 de noviembre fue designado a Académico Titular (Ciencias
Farmacéuticas) el hasta entonces Acad. Correspondiente Dr. Manuel R. Limeres.
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Correspondientes

E127 de julio fue aceptado por el Claustro de esta Academia el pase de Académico Titular a Correspondiente del Acad.
Daniel O. Sordelli. Ademas, fue electo en cardcter de Académico Correspondiente Jorge Errecalde el 27 de octubre.
Actos de incorporacion de académicos

E1 28 de julio se llevé a cabo el acto de incorporacion de la Académica Titular Marfa Guillermina Volonté. Asimismo,
se incorpor6 como Académico Titular en Dr. Alfredo Salibidn.

Los Académicos ingresantes dictaron una Conferencia de incorporacion, segun lo especificado en el Estatuto, y se les
hizo entrega de la medalla y diploma correspondientes, segtn el detalle que figura en el anexo III.

Entrega de diplomas a académicos

El jueves 27 de julio se realizé la entrega del diploma de Académico Titular Acad. Alfredo Salibidn.

PREMIOS

e Premios bienales

Luego de finalizado el Simposio Bioquimica Ambiental: Los Biomarcadores como herramienta de la Ecotoxicologia,
realizado el 10 de noviembre, se hizo entrega de los Premios Academia Afio 2009 y 2010 correspondientes al afio 2010 y 2011.

Premios afio 2009
Premio: “Felipe Manjon” - Area Farmacotécnia-
‘Encapsulacion del Farmaco Antirretroviral Efavirenz en Nanotransportadores Poliméricos para la Optimizacion de la farmacoterapia

del Virus de la Inmunodeficiencia Humana en Pacientes Pedidtricos.”

Dr. Diego Chiappetta

Dr. Chistian Hocht,

Dr. Carlos Taira

PhD en Quimica Aplicada. Alejandro Sosnik

Premio: “Francisco Cignoli” - Area Historia de la Farmacia y la Bioquimica-

Rafael Cadomiga: “La huella de un gran maestro de la farmacia”

Dr. Roberto Garcia
Premio: “Julio Rossignoli” - Area Fisicoquimica-

“Nuevo mecanismo de regulacion descripto para la bomba de calcio de membrana plasmatica por el citoesqueleto de actina”
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Bioq. Farm. Maria Candelaria de la Fuente
Farm. Maria Gisela Dalghi
Lic. Mariela Soledad Ferreira Gomes

Dra. Laura Vanagas.
ACCESIT

“Fisicoquimica de la estabilidad de las proteinas de membrana. estudio de la estabilidad térmica de una arpasa transportadora de cu
+hipertermdfila’.

Dr. Diego Ignacio Catén.

Dr. Francisco Luis Gonzalez Fecha.

Premios afio 2010
Premio: “Rebeca Gershman”- Area Fisiologia-

‘Nueva Evidencias del papel del Péptido Natriurético Tipo C en la funcionalidad vascular. Impacto en el conocimiento de los mecanismos
[fisopatoldgicos de la hipertension arterial.”

Lic. Carolina Cecilia Canifh
Lic. Rosana Elesgaray
Dra. Maria de los Angeles Cost
Lic. Cristina T. Arranz

Premio: “Agustin D. Marenzi” - Area Quimica Biolégica-

“Oclusion de Calcio en la Ca®*- AT Pasa de Membrana Plasmdtica”.

Lic. Mariela Soledad Ferreira Gomes
Dr. Rodolfo Martin Gonzélez Lebrero

Premio: “Victor Nethol” — Area Cosmética-
“El desafio de evaluar la irritacion ocular en cosmética’.

Dra. Susana Beatriz Gorzalczany
Lic. Diana Geraduzzi

Premio: “Luis De Prado” - Area Legislacién-

“Legislacion de Medicamentos y Desarrollo de la Industria Farmacéutica Antes de la Ley Ofiativia’.

Dra. Inés M. I. Bignone
Dr. Roberto A. Diez

Premio: “Juan C. Garcia Fernandez” - Area Toxicologia-
HAccion del Plaguicida Organofosorado Clorpirifos sobre el crecimiento celular e independiente de estrigenos’.
Lic. Clara Ventura

Dra. Mariel Nuiez
Lic. Diego Lamas Martinel
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Lic. Nora Mohamad
Dra. Andrea Randi
Dr. Andrés Venturino
Dra. Elena Rivera
Dra. Claudia Cocca

CONFERENCIAS

¢ De incorporacion como Académicos Titulares

E128 de julio en el Salén de Conferencias “Pbro. Antonio Sdenz”, se incorporé como Académica Titular Maria Guiller-
mina Volonté y el Académico Titular Alfredo Salibian. La Acad. Volonté brindé una conferencia titulada: ‘Medicamentos
Seguros: Control de Calidad y Calidad en el Control”. Fue presentado por la sefiora Académica Marta Salseduc. Por su parte, el
Acad. Alfredo Salibidn recibié el diploma que lo distingue como Académico Titular.

Anexo IV

e Distinciones recibidas por Académicos

El Acad. Emérito Héctor Chechile le fue otorgado el Premio a la Distincién concedido por el Colegio de Farmacéuticos
de la Provincia de Buenos Aires, entregado en el recinto del Senado de la Provincia de Buenos Aires.

El Acad. Correspondiente Oscar H. Fay fue distinguido con el Premio Trayectoria Profesional 2011, otorgado por la
Confederacién de Profesionales de la Republica Argentina.

El Acad. Titular Modesto C. Rubio fue nombrado Académico Correspondiente de la Real Academia de Farmacia de

Catalufia. E1 30 de julio fue celebrada la ceremonia de incorporacién.

coLoQulos

Durante el corriente afio, prosiguieron desarrollindose los Coloquios al final de las Reuniones del Claustro de la Acade-
mia. Los Académicos participantes y los temas presentados fueron los siguientes:

Acad. Otmaro Roses: “Cocaina- Paco”

Acad. Nacucchio: Aportes de la tecnologia farmacéutica a la Medicina Regenerativa”
Acad. Poskus: “El actual escenario del diagndstico y tratamiento de la diabetes mellitus”
Acad. Rubio: “La homeopatia es un placebo iitil o una intervencion no ética”

Acad. Cafhini: “Proteinas desestructuradas”

REUNIONES CIENTIFICAS

El 18 de agosto se llevé a cabo las 155° Jornada Cientifica titulada “Fraude Cientifico, coordinada por el Acad. Carlos
A. Gotelli y siendo Secretario el Acad. Alfredo Hager.
Anexo V.

E1 10 de noviembre se realizé el Simposio Bioquimica Ambiental: Los Biomarcadores como herramienta de la Ecotoxicolo-
gia, organizada por la Seccién Ciencias Bioquimicas bajo la coordinacién del Acad. Alfredo Salibian.

Anexo VI.
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Finalmente el 20 de octubre se llevé adelante el Seminario Intoxicaciones Medicamentosas, coordinada por el Acad.
Manuel R. Limeres siendo Secretario el Acad. Carlos M. Rubio.
Anexo VII

AUSPICIOS DE LA ACADEMIA A REUNIONES CIENTIFICAS

69° Congreso Argentino de Bioquimica
“Los Grandes Sindromes Clinicos: de la sospecha el diagndstico Bioquimico Molecular’.

ek

I Congreso argentino de Farmacia y Bioquimica Industrial,
XI jornadas de Farmacia y Bioquimica Industrial

y
EXPOFYBI 2011.

ek

Aula Virtual de Radiofarmacia.

Laboratorio de Radioisétopos
Citedra de Fisica
Departamento de Fisicomatematica
Facultad de Farmacia y Bioquimica
Universidad de Buenos Aires.

RELACIONES CON OTRAS ACADEMIAS NACIONALES

Se mantiene una relacién directa con las Academias Nacionales, asistiendo a incorporaciones y actos programados, a los
que fue invitada nuestra Academia.
En forma especial merece destacarse:

. El Vicepresidente Acad. Miguel A. Caso asisti6 al acto homenaje realizado al General Manuel Belgrano en
el antiguo recinto del Congreso Nacional, sede de la Academia Nacional de la Historia. En dicho acto hizo uso de la palabra el
Académico de nimero Dr. Miguel Angel De Marco quien diserté sobre Belgrano y los argentinos.

. El Vicepresidente Acad. Miguel A. Caso concurri6 a la presentacién del libro La cuestion del agua. Considera-
ciones sobre el estado de la situacion de los recursos hidricos de la Argentina. Realizada por las Academias Nacionales de Ciencias
Econémicas, Ingenieria y Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales.

. El Vicepresidente Acad. Miguel A. Caso asisti6 a la Academia Nacional de Periodismo que conmemor6 el Dia
del Periodista. En dicho acto se hizo entrega del premio Pluma de Honor 2011 a Norma Morandini.

. El Vicepresidente Acad. Miguel A. Caso participé de los festejos por el 75° Aniversario de la creacién de la
Academia Nacional de Bellas Artes.

. El Presidente Carlos M. Baratti asistié al Acto Académico organizado por la Academia Nacional de Odonto-
logia con motivo de la asuncién de sus nuevas autoridades.
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RELACIONES CON OTRAS INSTITUCIONES Y PARTICIPACIONES EN CONGRESOS

Los dias 4,5 y 6 de mayo se llevé a cabo el IV CONGRESO de la ASOCIACION IBEROAMERICANA DE ACA-
DEMIAS DE FARMACIA (AIAF), organizada por la Academia de Farmacia Santa Marfa de Espafia de la Regién de Murcia,

en Cartagena, Espafia.

Asistieron a dicho Congreso el Presidente de esta Academia Carlos M. Baratti y los Académicos Marcelo Squassini y
Manuel Limeres. Alli el Sr. Presidente participé en la mesa redonda: Academias de Farmacia, como érgano de opinion y consulta
de los problemas de la sociedad actual, expuso sobre el tema: “Una visién pragmdtica basada en nuestra realidad’.

Ademas se hizo entrega del diploma y medalla a la Académica Honoraria Maria Teresa Miras Portugal, Presidenta de
la Real Academia Nacional de Farmacia.

. El Presidente Acad. Carlos M. Baratti junto al vicepresidente Acad. Miguel A. Caso, asistieron a la conferen-
cia realizada por el Ministro de Ciencia, Tecnologia e Innovacién Productiva de la Nacién, Dr. Lino Barafiao, quien disert6 sobre
el tema: Actualidady futuro del desarrollo cientifico en Argentina, en el marco de los 20° aniversario de la Universidad de Ciencias
Empresariales y Sociales (UCES).

. El Presidente Acad. Carlos M. Baratti junto a la Acad. Marta Salseduc, asistieron al festejo de los 190° aniver-
sario de la Universidad de Buenos Aires, realizada en la Iglesia San Ignacio de Loyola de la Ciudad Auténoma de Buenos Aires.

. Con motivo de cumplirse el 75° Aniversario de la Confederacién Farmacéutica Argentina el Presidente Acad.
Carlos M. Baratti, resalt6 los excelentes vinculos que mantienen ambas instituciones y su importancia para el presente y el futuro
de los profesionales farmacéuticos. Su opinién fue publicada bajo el titulo: “cademia Nacional de Farmacia y Bioquimica”, en el

libro de oro de la Confederacién Farmacéutica Argentina (1935-2010).

. El Presidente Acad. Carlos M. Baratti asisti6 a la Confederacién Farmacéutica Argentina con la participacién
de otras instituciones académicas y profesionales farmacéuticas y médicas en pos del resguardo de la salud publica en cuanto a la
aplicacion de la Ley Nacional n® 26567 a fin de que no se puedan vencer medicamentos en sitios que no cuenten con las condi-
ciones necesarias.

. El Presidente Acad. Carlos M. Baratti y los Académicos Gabriel Mato y Manuel R. Limeres asistieron a la
II Jornada por el uso Racional de los Medicamentos realizado en el salén Montevideo de la Legislatura de la Ciudad Auténoma
de Buenos Aires, organizado por el Colegio de Farmacéuticos de la Capital Federal y la Confederacién Farmacéutica Argentina.

. Elvicepresidente Acad. Miguel A. Caso asisti6 a la conferencia organizada por la Sociedad Cientifica Argenti-
na donde disert6 el Dr. Jorge R. Vanossi sobre el tema: Sarmiento y el mundo de su época.

. Finalmente, el vicepresidente Miguel A. Caso junto al Acad. Ronaldo Meda asistieron a la reunién de fin de
afio organizada por los presidentes de Laboratorios Bagd, Juan Carlos Bagé y Sebastian Bagd, en el Alvear Palace Hotel- Salén
Versailles. Alli se present6 el libro Perez Celis.

PUBLICACIONES

- Revista Farmacéutica 153 n° 1-2 (2011).

- Anales de la Academia Nacional de Farmacia y Bioquimica (Afio 2010) versién electrénica.

- Fue publicado el libro de actuaciones de Conferencias y Sesiones del III Encuentro de la Asociacién Ibero-
americana de Academias de Farmacia (AIAF).
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ENTIDADES COOPERADORAS DE LA ACADEMIA

En la Revista Farmacéutica se mencionan las Entidades Cooperadoras que apoyan econémicamente a la Academia,
permitiendo asi su normal funcionamiento. (Se mencionan en el anexo VIII).

ACTO DE FIN DE ANO

El 15 de diciembre tuvo lugar en la sede de nuestra Academia el brindis de Fin de Afio.

ANEXO |
COMISIONES 2011

(Por orden alfabético)

Administracion y Finanzas

Miguel A. Caso, Marcelo C. Nacucchio, Rubén V. D. Rondina.

Educacion Farmacéutica y Bioquimica

Maria Cristina Afién, Alberto A. Boveris, Tomds de Paoli, Luis Diaz, Carlos A. Gaozza, Gabriel Gutkind, Regina L. W. de
Wikinski.

Ejercicio Profesional

Sem Albénico, Carlos Bregni, Ricardo Caro, Ronaldo Meda.

Estatuto y Reglamentos

Miguel A. Caso, Miguel D’Aquino, Marcelo C. Nacucchio, Rubén V. D. Rondina.

Publicaciones

Miguel D’Aquino (Coordinador), Carlos M. Baratti, Manuel Limeres, Luis E. Diaz, Miguel A. Caso, Mario A. Los, Ronaldo
Meda, Marcelo C. Nacucchio, Maria Luz Pita Martin, Marta M. Salseduc, Modesto C. Rubio, Gabriel O. Gutkind

Reuniones Cientificas, Cursos y Conferencias

Carlos Bregni, Rodolfo Brenner, Clyde N. Carducci, Miguel D' Aquino, Otmaro E. Roses, Modesto C. Rubio, José A. Santomé,
Regina L.W. de Wikinski.

Vinculaciones y Relaciones Publicas

Clyde N. Carducci, Miguel A. Caso, Regina L.W. de Wikinski.

Premios y Distinciones

Miguel A. Caso, Miguel D’Aquino, Marcelo C. Nacucchio, Modesto C. Rubio, Otmaro E. Roses.
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Comision de Ex Presidentes

Eloy L.Mandrile, Juan C. Sanahuja, Modesto C. Rubio.
ANEXO Il

MIEMBROS TITULARES Y SECCIONES

A) SECCION CIENCIAS BIOQUIMICAS (19 miembros)
B) SECCION CIENCIAS BASICAS (9 miembros)
C) SECCION CIENCIAS FARMACEUTICAS (16 miembros)

SECCION A: CIENCIAS BIOQUIMICAS

Acad. Maria Cristina Afén

Acad. Mirta J. Biscoglio

Acad. Rodolfo Brenner

Acad. Néstor O. Caffini

Acad. Osvaldo Cascone

Acad. Héctor I. Giuliani

Acad. Silvia Hajos

Acad. Eloy L. Mandrile

Acad. Ronaldo Meda

Acad. Edgardo Poskus

Acad. Ana Maria Pechen D’Angelo

Acad. Maria Luz Pita Martin de Portela

Acad. Marcos Pizzolato

Acad. Otmaro E. Roses

Acad. Juan Pablo F.C. Rossi (Coordinador alterno)
Acad. Alfredo Salibian

Acad. José A. Santomé

Acad. Daniel O. Sordelli (Acad. Correspondiente)
Acad. Regina L. W. de Wikinski (Coordinadora)

° SECCION B: CIENCIAS BASICAS

Acad. Alberto A. Boveris

Acad. Clyde N. Carducci

Acad. Ricardo A. Caro

Acad. Luis E. Diaz

Acad. Carlos H. Gaozza

Acad. Carlos A. Gotelli (Coordinador)

Acad. Tomas De Paoli

Acad. Alfredo A. Hager (Coordinador alterno)
Acad. Jorge O. Nicolini

° SECCION C: CIENCIAS FARMACEUTICAS

Acad. Sem M. Albénico
Acad. Carlos M. Baratti
Acad. Carlos Bregni
Acad. Miguel A. Caso
Acad. Miguel D' Aquino
Acad. Gabriel O. Gutkind
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Acad. Mario A. Los

Acad. Manuel R. Limeres

Acad. Horacio J. G. Mato

Acad. Marcelo C. Nacucchio

Acad. Marcelo Squassini

Acad. Rubén V. D. Rondina

Acad. Modesto C. Rubio (Coordinador)

Acad. Marta M. Salseduc (Coordinador alterno)
Acad. Francisco J. E. Stéfano

Acad. Maria Guillermina Volonté

MIEMBROS EMERITOS

Acad. Arnaldo L. Bandoni
Acad. Osvaldo D. Castrelos T
Acad. Jorge D. Coussio
Acad. Héctor M. Chechile
Acad. Mateo Chekherdemian
Acad. Gilberto N. Dalesio f
Acad. Juan Carlos Gémez T
Acad. Néstor Iribarren T
Acad. Enrique I6vine

Acad. Horacio B. Rodriguez
Acad. Alejandro C. Paladini
Acad. Juan C. Sanahuja

Acad. Antonio F. Somaini

MIEMBROS CORRESPONDIENTES NACIONALES

Acad. Anibal G. Amat

Acad. Marcelo Oscar Cabada
Acad. Jorge Oscar Errecalde

Acad. Oscar H. Fay

Acad. Raul C. Fazio

Acad. Aida Pesce de Ruiz Holgado
Acad. Guillermo R. Lossa

Acad. Rubén H. Manzo

Acad. Modesto P. Montecchia
Acad. Aldo Mottino

Acad. Elsa M. Nadalin

Acad. Jorge O. Nicolini

Acad. Otto A. Orsingher

Acad. Gabriela del Valle Perdigon
Acad. Hugo G. Pérez

Acad. Maria Luz Pita Martin de Portela
Acad. Clelia M. Riera

Acad. Marcelo Squassini

Acad. Daniel O. Sordelli
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ANEXO Il
Buenos Aires, mayo de 2011.
La ACADEMIA NACIONAL DE FARMACIAY BIOQUIMICA tiene el agrado de invitar a usted y familia
a la SESION PUBLICA EXTRAORDINARIA que, con motivo de incorporar como Académicos Titulares a la Dra. Maria Guillermina
Volonté 'y al Acad. Correspondienie Dr. Alfredo Salibidn, celebrard el jueves 28 de julio, a las 18.00 horas, en su sede Facultad de Farmacia

y Bioguimica, Salon de Conferencias “Pbro. Antonio Sdenz’, Junin 956, Buenos Aires.

Saludamos a usted con nuestra mds distinguida consideracion.

Acad. Gabriel Mato Acad. Carlos M. Baratti

Secretario Presidente

PROGRAMA

* Palabras de apertura del acto y entrega de diploma de Académico Titular al Académico Correspondiente Dr. Alfredo
Salibidn, por el Sr. Presidente de la Academia Acad. Dr. Carlos M Baratti.

Presentaciéon de la Dra. Maria Guillermina Volonté por la sefiora Académica Marta Salseduc.

* Discurso de incorporacién de la Dra. Maria Guillermina Volonté quien disertara sobre el tema: ' Medicamentos Seguros:
Control de Calidad y Calidad en el Control”

* Entrega de diploma y medalla a la Académica Titular Maria Guillermina, por el Sr. Presidente de la Academia Acad.
Dr. Carlos M Baratti

ANEXO V
ACADEMIA NACIONAL DE FARMACIA Y BIOQUIMICA

FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA
UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES
Sala de Conferencias: “Pbro. Antonio Saenz

1552 JORNADA CIENTIFICA
“Fraude Cientifico”
18 de agosto de 2011
Buenos Aires — ARGENTINA
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Coordinador: Acad. Carlos A. Gotelli
Secretario: Acad. Alfredo A. Hager
PROGRAMA

10:00 - 13.00 — Exhibicién de Posters
14:00 - 14:45 - Prof. Dr. Federico Pérgola: “Bioética y Fraude Cientifico’.
14:45 - 15:30 - Acad. Carlos Gotelli: “Fraude Cientifico: Inconductas Cientificas’.
15:30 - 16:00 - Corte para Café
16:00 - 16:45 - Prof. Dr. Roberto Castro: Andlisis Critico de los Principales
Fraudes Cientificos”.
16:45 - 17:15 - MSc Liliana Descalzi: “Correccion de Defectos Genéricos’.
17:15 - 18:00 - Mesa de Debate
El premio es otorgado al trabajo “La gabapentina, un sorprendente farmaco que previene la enfermedad de Alzheimer’,
presentado por Blake, MG; Boccia, MM; Krawczyk, MC.
El premio Accesit se otorga al trabajo “Programacion fetal de alteraciones en la morfologia renal por deficiencia de zinc

en ratas”presentado por Gobetto MN, Juriol LV, Veiras L, Secchiari F, Costa MA, Arranz C, Tomat AL.

ANEXO VI
SIMPOSIO BIOQUIMICA AMBIENTAL

Los Biomarcadores como herramientas de la Ecotoxicologia
Organizacién: Seccién Ciencias Bioquimicas
Coordinador: Acad. Alfredo Salibian
Buenos Aires — ARGENTINA
10 de noviembre de 2011

PROGRAMA

14:00 - 14:10 Palabras de Bienvenida del Sr. Presidente de la Academia Nacional de Farmacia y Bioquimica

Dr. Carlos M. Baratti

14:10 - 14:20 Bioquimica Ambiental y Ecotoxicologia modelo siglo XXI: nuevos caminos y desafios. Prof. Dr. Alfredo
Salibian

14:20 - 14:35 Esteroides y diferenciacion sexual en el pejerrey bonaerense. Impacto de los disruptores endocrinos. Prof. Dr.
Gustavo Somoza

14:35 - 14:50 Uso de biomarcadores en organismos acudticos en la evaluacion de impacto de agroquimicos en el Alto Valle del
Rio Negro. Prof. Dr. Andrés Venturino

14:50 - 15:05 Rewision y andlisis de casos de estudios ecotoxicoldgicos realizados en el Centro de Investigaciones del Medio
Ambiente. Prof. Dra. Alicia E. Ronco

15:05 - 15:20 Mecanismos de inmunotoxicidad dependientes del receptor de aryl hidrocarburo (AhR) y la via de seializacion
NF-B. Prof. Dr. Guillermo Blanco
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15:20 - 15:30 Intervalo

15:30 - 15:40 Firmacos en el ambiente. Lic. Yanina Elorriaga

15:40 - 15:50 Biomarcadores de peces nativos y estandarizados: ensayos de campo como herramienta diagndstica de la calidad
de tres rios periurbanos de la Prov. de Buenos Aires. Dr. Fernando R. de 1a Torre

15:50 - 16:00 Exposicion ambiental a plaguicidas: biomarcadores en matrices no invasivas en el desarrollo intrauterino y la
infancia. Dra. Maria G. Rovedatti

16:00 - 16:10 Jenynsia multidentata” (Anablepidae, Cyprinodontiformes): Una especie centinela en aguas argentinas. Dra.
Maria V. Amé

16:10 - 16:20 La Glicoproteina-P como un potencial biomarcador de exposicion a xenobidticos. Dr. Fabricio D. Cid

16:20 - 16:30 Efectos de los andrégenos antropogénicos en la gonadogénsis del pejerrey. Dr. Juan 1. Fernandino
16:30 - 16:45 Mesa de Debate
16:45 - 17:00 Acto de entrega de Premios 2009 - 2010 de la Academia.

ANEXO VII

Seminario “Intoxicaciones Medicamentosas”
Buenos Aires — ARGENTINA
20 de octubre de 2011

PROGRAMA
15.00 - 15.30: Dr. Oscar Locani Andlisis de Medicamentos”
15:30 - 16:00: Dra. Ana Maria Perkins “Preparaciones Magistrales Anorexigenas. Consecuencias para la Salud”
16:00 - 16:30: Corte para Café
16:30 - 17:00: Dr. José Luis Lorenzo “Red de Laboratorios de Toxicologia en las Intoxicaciones medicamentosas”
17:00-17:30: Acad. Manuel R. Limeres ‘Medicamentos llegitimos”

17:30 - 18:00: Mesa de Debate

ANEXO Vil

ENTIDADES COOPERADORAS DE LA ACADEMIA

FUNDACION FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA
Laboratorios CASASCO SAIC.

Laboratorios ROEMMERS S.A.

GADOR SA
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Laboratorios SIDUS

CAMARA INDUSTRIAL de LABORATORIOS FARMACEUTICOS ARGENTINOS (CILFA)
Laboratorios ABBOTT

Laboratorios BALIARDA SA

Laboratorios CRAVERI SAIC

Laboratorios BERNABO SA

Laboratorios BETA SA

HLB PHARMA GROUP

Laboratorios BAGO SA

Laboratorios ROUX-OCEFA

Laboratorios GRAMON

Laboratorios GLAXO-SMITHKLINE

Laboratorios MONSERRAT Y ECLAIR SA

ASOCIACION ARGENTINA DE FARMACIA Y BIOQUIMICA INDUSTRIAL (SaFyBI)
CAMARA EMPRESARIA DE LABORATORIOS FARMACEUTICOS (COOPERALA)
PHOENIX SA

COLEGIO OFICIAL DE FARMACEUTICOSY BIOQUIMICOS DE CAPITAL FEDERAL
Laboratorios BRITANIA SA

PRODUCTOS ROCHE SAQe |I.

Laboratorios SCHERING ARGENTINA

Laboratorios TEMIS-LOSTALO S.A.

VALEANT PHARMACEUTICALS INT.

SANOFI AVENTIS

CAMARA ARGENTINA DE ESPECIALIDADES MEDICINALES (CAEME)

WIENER Lab. SAIC
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Entidades Cooperadoras de la Academia

FUNDACION FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA

Laboratorios CASASCO S.A.l.C.

Laboratorios ROEMMERS S.A.

Laboratorios GADOR S.A.

Laboratorios SIDUS

CAMARA INDUSTRIAL de LABORATORIOS FARMACEUTICOS
ARGENTINOS (CILFA)

Laboratorios ABBOTT

Laboratorios BALIARDA S.A.

Laboratorios CRAVERI S.A.I.C.

Laboratorios BERNABO S.A.

Laboratorios BETA S.A.

HLB PHARMA GROUP

Laboratorios BAGO S.A.

Laboratorios ROUX-OCEFA

Laboratorios GRAMON

Laboratorios GLAXO- SMITHKLINE

SAFYBI

CAMARA EMPRESARIA DE LABORATORIOS FARMACEUTICO (COOPERALA)
PHOENIX S.A.

COLEGIO OFICIAL DE FARMACEUTICOS Y BIOQUIMICO DE CAPITAL
FEDERAL

Laboratorios BRITANIA S.A.

PRODUCTOS ROCHE S.A.Q.e I.

Laboratorios SHERING ARGENTINA

Laboratorios TEMIS-LOSTALO S.A.

VALEANT PHARMACEUTICALS INT.

SANOFI AVENTIS

CAMARA ARGENTINA DE ESPECIALIDADES MEDICINALES (C.A.E.M.E.)

La Academia Nacional de Farmacia y Bioquimica
expresa su agradecimiento a las Entidades Cooperadoras que permiten el cumplimiento
de sus objetivos,
“la promocidn y el progreso de las Ciencias Farmaceuticas y Bioquimicas”,
y la publicacidn de la
“REVISTA FARMACEUTICA” Y
“ANALES DE LA ACADEMIA NACIONAL DE FARMACIA Y BIOQUIMICA”
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