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En el proceso de degradacién nuclear que ocurre durante la diferenciacion de las
células fibras del cristalino la cromatina se condensa y fragmenta. Algunas actividades
nucleasa descritas en este 6rgano exhiben similares caracteristicas funcionales que la
DNasa I. Nuestro interés se centré en determinar si alguna de ellas era la DNasa | asi
como su localizacion en las distintas poblaciones celulares del cristalino bovino adulto.
Demostramos la presencia de ARN mensajeros de DNasa | en células epiteliales “in
vivo” e “in vitro” (células BEL). Fracciones SDS-solubles de células BEL, epitelio y
fibras, analizadas mediante zimogramas de nucleasas, mostraron la presencia de una
banda de actividad de 30 Kda. Generamos sueros anti-DNasa | que en estas células
reconocen un unico polipéptido de 30 Kda. Las inmunodetecciones “in situ” mostraron
gue en células BEL la DNasa | esta presente en el reticulo endoplasmico, aparato de
Golgi y vesiculas de secrecion. En el epitelio del cristalino la enzima es citoplasmica y
en las protofibras esta acumulada en la regién perinuclear. En las fibras la DNasa | se
ubica en la periferia nuclear, ingresando al nucleo en las fibras profundas muy
diferenciadas. En estos nucleos la lamina nuclear alin esta presente aunque con
perforaciones. Cortes en el ADN con extremos 3'OH libres, detectables por la técnica
TUNEL, aparecen en nucleos en los que no quedan restos de lamina nuclear y la
cromatina esta muy compactada. Postulamos que la DNasa | es una de las enzimas
involucradas en la fragmentacion del ADN durante la diferenciacion de las fibras del
cristalino.
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El ciclo de vida productivo del papilomavirus humano (HPV) tiene lugar en el epitelio
escamoso completamente diferenciado. En el 99% de los canceres de cerviz uterina
se puede detectar la presencia de HPV. La proteina viral E7 es la principal
oncoproteina del virus y es responsable de reactivar la sintesis de ADN en los
gueratinocitos post-mitoticos diferenciados para permitir la amplificacion del ADN viral.
Este proceso requiere la activacion de genes regulatorios del ciclo celular, como por
ejemplo la ciclina E, y pone en marcha nuevas e intrigantes interacciones entre el virus
y su huésped. Dos poblaciones de queratinocitos se distinguen en lesiones benignas
de HPV: una esta compuesta por células activas en la sintesis de ADN, mientras que
la otra esta representada por células que acumulan altos niveles de ciclina E y del
inhibidor de quinasas dependientes de ciclinas (CKI) p2lcipl. EI ADN viral se
amplifica en la primera poblacion de células, mientras que es incapaz de hacerlo en la
segunda poblacion. En primer término, este estudio apunta a comprender las bases
moleculares de esta dicotomia y abrir puertas a nuevas posibilidades terapéuticas que
potencien este mecanismo de defensa antiviral innato. En segundo término,
presentamos el disefio y evaluacion de un agente terapéutico oncolitico basado en
adenovirus condicionalmente replicativos que explota el conocimiento acumulado
sobre la biologia molecular de HPV y sus interacciones con el huésped.
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El peroxinitrito es una molécula fuertemente oxidante y nitrante, formada por la
reaccion entre el anion superoxido y el 6xido nitrico, capaz de producir lesiones
moleculares por oxidacion, por ejemplo de tioles no proteicos, metioninas, fosfolipidos
de membranas, y ADN y mediante nitracién de tirosinas y fenilalaninas. Diferentes
tipos celulares como por ejemplo los macréfagos activados, neutréfilos, motoneuronas
y células endoteliales son capaces de producirlo. Su formacion ha sido demostrada
durante diferentes procesos patoldégicos como sepsis, aterosclerosis, enfermedades
neurodegenerativas, autoinmunes e infecciosas. Estudiamos los efectos y la
formacion de peroxinitrito durante la respuesta inmune normal y durante procesos
inflamatorios. En la respuesta inmune, evaluamos la formacion de peroxinitrito in vivo
e in vitro, asi como sus efectos sobre la proliferacion y sobrevida de linfocitos T (LT).
Nuestros resultados demuestran que, mediante la nitracion de tirosinas, el peroxinitrito
es capaz de inhibir la proliferacion de LT y de producir su muerte apoptoética.
Observamos también que in vitro, durante la activacion inmune, los macréfagos son
capaces de producirlo y que in vivo es generado durante la respuesta inmune normal.
Tomamos como modelo de proceso inflamatorio la enfermedad de Chagas
experimental. Demostramos que el peroxinitrito participa en el control de la parasitemia
y es formado durante la carditis aguda. Estos resultados argumentan a favor de un
papel inhibidor del peroxinitrito durante la respuesta inmune fisiologica y de mediador
clave en las lesiones celulares y tisulares secundarias a procesos inflamatorios.
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Peroxinitrito, el producto de reaccion entre superdxido (O,") y 6xido nitrico (NO), es un
potente oxidante que contribuye a la actividad macrofagica contra diferentes
patdégenos. En este contexto, peroxinitrito juega un rol importante en el control de la
infeccion por Tripanosoma cruzi. Los sistemas antioxidantes del Tripanosoma cruzi
son limitados, con la mayor parte de su capacidad antioxidante dependiente de un
arreglo particular de enzimas/proteinas que incluye a la tripanotiona reductasa,
triparedoxina y triparedoxina peroxidasa y que involucra la participacion del ditiol de
bajo peso molecular tripanotiona (N, N®-bis-(glutationil)-espermidina). En este estudio
demostramos que la dihidrotripanotiona es consumida efectivamente durante el ataque
por peroxinitrito a las células parasitarias para dar el disulfuro correspondiente.
Glutation, presente en T. cruzi en menor concentracion que tripanotiona fue menos
afectado y evolucion6 fundamentalmente a disulfuros mixtos glutation-proteina.
Diamida, que depletd significativamente (>70 %) las células de dihidrotrypanotiona,
aumentd considerablemente la nitracion de proteinas intracelulares y reforzo la
inhibicion del crecimiento celular inducida por peroxinitrito. En conjunto, nuestros
resultados sustentan el rol clave de la dihidrotripanotiona y del sistema antioxidante
parasitario dependiente de tripanotiona contra uno de los productos fundamentales de
la activacion macrofagica, peroxinitrito.
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Las poliaminas putrescina, espermidina y espermina participan en una gran variedad
de procesos celulares en la biologia de Trypanosoma cruzi como empaquetamiento y
estabilizacién del ADN, proliferacion y diferenciacion celular, procesos de regulaciéon
de la expresion y sintesis de macromoléculas. La ornitina a través de la ornitina
decarboxilasa (ODC) es la principal fuente de putrescina y por consiguiente de
poliaminas en la mayoria de los organismos estudiados. T. cruzi, a diferencia de otros
trypanosomatideos, carece de ODC. La arginina y la agmatina actian como
precursores de la sintesis de poliaminas en bacterias y plantas. Si bien existe
controversia sobre la presencia de esta via dependiente de arginina en T. cruzi, ha
sido demostrada la participacion de la arginina y agmatina en ensayos de infeccion a
macréfagos y en la modulacion de la muerte apoptética inducida por suero humano
fresco. Ensayos de infeccion a macréfagos por trypomastigotas, muestran que la
proliferacién intracelular de los parasitos es modulada por los niveles de poliaminas en
el macréfago. Mas aun, la presencia de linfocitos T apoptéticos o TGF-? estimula la
produccion macrofagica de poliaminas, favoreciendo la proliferacion intracelular de los
amastigotas. La intrincada interrelacion de las vias de sintesis de poliaminas en la
célula huésped y en el parasito asi como la muerte apoptotica del trypanosoma,
podrian ayudar a explicar como T. cruzi evade la accion del sistema inmune durante
la infeccién aguda.



