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MISION

La Revista de Farmacologia de Chile es considerada el drgano oficial de difusidn cientifica y de opinién de la
Sociedad de Farmacologia de Chile. En un principio esta revista nacié como un remozado libro de resumenes del
XVIIl Congreso Latinoamericano de la Asociacién de Farmacologia realizado en Chile el afio 2008. Desde 2009 y
hasta ahora la Revista de Farmacologia de Chile ha recibido varios trabajos originales de investigacion y diversas
revisiones de temas farmacoldgicos relevantes.

La Revista de Farmacologia de Chile aborda temas relacionados con la farmacologia basica y experimental, asi como
investigaciones clinicas. Las dareas tematicas principales son: farmacocinética, farmacodinamia, farmacologia
cardiovascular, farmacologia pulmonar, farmacologia endocrina, neurofarmacologia, farmacologia clinica, estudios
preclinicos, estrés oxidativo, fitofarmacologia, ciencias farmacéuticas, quimica-médica y toxicologia. También la
revista actualmente permite divulgar opiniones sobre los principales temas de salud relacionados con
medicamentos en Chile, la presentacion de lineas de investigacién de laboratorios nacionales en donde se realizan
investigaciones farmacoldgicas, informacién de curso y programas de postgrados nacionales en farmacologia y la
publicacién de resumenes cientificos del Congreso Anual SOFARCHI.

Audiencia:

La Revista de Farmacologia de Chile esta dirigida a farmacdlogos nacionales e internacionales interesados en la
divulgacién de la farmacologia. También estd dirigida a estudiantes de pregrado de carreras universitarias del area
de la salud y ciencias biomédicas, y a estudiantes de postgrado que cursen maestrias y doctorados en farmacologia.

Periodicidad:

Se editaran 3 numeros anuales (Abril, Agosto y Diciembre) en formato digital e impreso. El nimero de Diciembre
incluira trabajos originales y los resumenes del Congreso Anual de la Sociedad de Farmacologia de Chile.

Temas a Publicar:

e Articulos originales en Farmacologia Bdasica, Farmacologia Clinica, Farmacoterapia y Toxicologia.

e Articulos originales de investigacién nacional e internacional en Farmacocinética y Farmacogenética.

e Articulos de revision de temas farmacolégicos importantes sobre las diversas tematicas de la disciplina.

e Articulos de Informacién de nuevos farmacos incorporados al arsenal terapéutico nacional.

e Opiniones oficiales de la sociedad sobre los aspectos regulatorios y nuevas politicas de medicamentos.

e Articulos sobre nuevas metodologias docentes, aplicadas en Farmacologia.

e Informacion detallada de nuevos reportes de reacciones adversas reportadas a nivel internacional y nacional.

e Librosy revistas de los temas.

e Promocién de actividades académicas, congresos y cursos nacionales e internacionales en farmacologia.

e Publicitar las ofertas de trabajo de insercién académica en Universidades Chilenas y extranjeras, asi como las
oportunidades de insercidn laboral en la industria privada ligada al desarrollo de farmacos.

Revista de Farmacologia de Chile es publicada por la Sociedad de Farmacologia de Chile.

Contacto: Avenida Independencia 1007, Independencia, Santiago, Chile. Teléfono: 56-2-29786050; Correo Electrénico: consultas.sofarchi@gmail.com;
farmacologia@med.uchile.cl

Editor en Jefe: Dr. Ramdn Sotomayor-Zérate, Laboratorio de Neuroquimica y Neurofarmacologia, Instituto de Fisiologia, Facultad de Ciencias, Universidad de
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EDITORIAL VOLUMEN ESPECIAL DE QUIMICA MEDICINAL

Miguel Reyes-Parada, Ph.D. Patricio lturriaga-Vasquez, Ph.D.
Co-Editor Co-Editor
Universidad de Santiago de Chile Universidad de La Frontera

La “Quimica Medicinal” (como suele traducirse el concepto anglo medicinal chemistry) es un aspecto
fundamental del proceso de desarrollo de nuevas drogas. Tal como su nombre lo indica, se trata de una
actividad esencialmente multidisciplinaria que involucra desde el disefio y la sintesis de nuevas entidades
qguimicas hasta su evaluacion farmacoldgica a multiples niveles de complejidad. Como sefiala
Nussbaumer en un reciente articulo (1), el disefio de drogas, es decir la comprension acerca de los
mecanismos que definen cdmo una modificacién estructural afecta propiedades relevantes de una
droga, es un proceso complejo que requiere conocimiento pero muy preponderantemente intuicion y
experiencia por parte del “Quimico Medicinal”. Asi, aun cuando una variedad de desarrollos tecnolégicos
y técnicas computacionales, asi como impresionantes avances en areas como la biologia estructural de
proteinas han generado significativos cambios en la quimica medicinal moderna, la optimizacidon de una
estructura y el disefio de una nueva droga todavia tiene aspectos que implican alto grado de intuicién y
“arte” por parte de los investigadores que se dedican a ello.

Ill

En este contexto, durante los Ultimos afios la quimica medicinal ha tenido un significativo desarrollo en
nuestro pais. Prueba de ello son los diversos proyectos que se desarrollan en multiples centros
académicos y que apuntan al descubrimiento de nuevos compuestos para el tratamiento de una miriada
de patologias incluyendo cancer, enfermedades crénicas no transmisibles y patologias que afectan al
Sistema Nervioso Central.

El presente nimero de la Revista de Farmacologia de Chile da cuenta de algunos de estos esfuerzos y
contiene trabajos de autores nacionales que abordan este campo. Asi, en el primer trabajo el Dr. C.
David Pessoa-Mahana hace un andlisis de la sintesis, modo de unién y relaciones estructura-actividad de
una serie de derivados de benzoimidazol y su posible actividad moduladora sobre el sistema de
endocanabinoides. La multiplicidad de funciones fisiolégicas reguladas por este sistema, lo hacen
particularmente atractivo para el desarrollo de nuevos farmacos con posibles efectos benéficos en el
tratamiento del dolor, la ansiedad, la depresién y los trastornos del suefio. En el segundo trabajo,
Moraga et al., presentan una revisidn respecto de la utilidad de la técnica de acoplamiento molecular
(molecular docking) para la busqueda y comprensién de los modos de unidn de alcaloides de origen
natural en la enzima acetilcolinesterasa. Tal como sefiala este trabajo, esta enzima es uno de los blancos
moleculares de mayor importancia en la bdsqueda de drogas que permitan tratar el déficit cognitivo
observado en patologias como la enfermedad de Alzheimer, y las técnicas de acoplamiento molecular
son claves para la racionalizacidon de los mecanismos moleculares intimos que subyacen la interaccion
entre distintos ligandos y la mencionada proteina. En el siguiente trabajo, el Dr. Hernan Pessoa-Mahana
presenta un articulo donde se discute la importancia disefiar drogas polifarmacoldgicas que, a través de
su accidn simultdnea sobre multiples receptores, presenten una mayor eficacia en comparacién con
compuestos mas selectivos. Esta idea, que constituye uno de los cambios de paradigma mas interesantes
de los ultimos afios en quimica medicinal, se ejemplifica con el disefio de derivados de piperazinil-indol,
los cuales a través de su actividad sobre transportadores, receptores y enzimas catabdlicas de
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neurotransmisores monoaminérgicos podrian presentar una éptima actividad como antidepresivos. En el
siguiente articulo, el Dr. Jaime Mella-Raipan hace una revision de las principales caracteristicas de los
receptores adrenérgicos B3, un blanco farmacoldgico particularmente atractivo para el desarrollo de
farmacos con posible utilidad en el tratamiento de enfermedades que afectan a un importante
porcentaje de la poblacion mundial tales como diabetes tipo 2, sindrome metabdlico, obesidad y
enfermedades cardiovasculares. Asi, en este trabajo se analiza una serie de caracteristicas estructurales
y funcionales de este receptor, que son fundamentales de considerar para el disefio de nuevos farmacos
con un amplio potencial terapéutico. Finalmente, Vilches-Herrera et al., presentan un trabajo original en
el que se evalla la actividad como inhibidores de la enzima monoaminooxidasa de una serie de
derivados ciclados de metiltio-anfetamina, un conocido inhibidor de dicha enzima. Sus resultados indican
que estos derivados poseen mayor potencia, la que se racionaliza a través del estudio de sus modos de
unién mediante técnicas de acoplamiento molecular. No se puede dejar de mencionar que este ultimo
trabajo tiene como “autor de correspondencia” al Dr. Bruce K. Cassels, quien sin duda ha sido pionero en
el desarrollo de esta disciplina en el pais.

Referencia

1.- Nussbaumer P. Medicinal Chemists of the 21(st) Century-Who Are We and Where to Go?
ChemMedChem. 2015; 10: 1133-1139.
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REVIEW ARTICLE

SYNTHESIS, BINDING MODE PREDICTION, BIOLOGICAL EVALUATION AND SAR ANALYSIS OF
BENZOIMIDAZOLE-BASED MODULATORS OF THE ENDOCANNABINOID SYSTEM.

Carlos David Pessoa-Mahana

Department of Pharmacy, Faculty of Chemistry, Pontificia Universidad Catolica de Chile, Santiago, Chile.

ABSTRACT

Cannabis sativa has been widely used for hundreds of years as a medicine. A9-Tetrahydrocannabinol (A9- THC), the predominant active ingredient of
cannabis, and other cannabinoids are known to have therapeutic benefits for treating pain, emesis, anxiety, glaucoma, sleep disorders, appetite disorders,
cancer, Alzheimer’s disease, and epilepsy. Cannabinoids act on G protein-coupled receptors, CB1 and CB2. The CB1 receptor is highly expressed in the
central nervous system, and suppressively controls the release of neurotransmitters from sensory nerves. On the other hand, the CB2 receptor is highly
expressed in immune organs such as the spleen, and is implicated in the regulation of inflammatory and immune responses. A therapeutic approach
utilizing the activation of the CB1 receptor is expected to be beneficial for the treatment of pain, anxiety, depression, and sleep disorders.

Keywords: Cannabinoids, A9- THC, SAR analysis, Benzoimidazole.
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1) INTRODUCTION
1.1) The Endocannabinoid System.

The hemp Cannabis sativa L. has been used by different
civilizations for a variety of medical applications such as pain,
stimulation of appetite, nausea, fever, infections, and
gynecological disorders [1,2]. In 1964, Gaoni and Mechoulam
identified A9-tetrahydrocannabinol, ending a quest of almost
60 years for the main psychoactive constituent from the leaves
of Cannabis sativa L. [3]. Until the 1980s, the term
“cannabinoids” represented, by definition, the group of typical
diterpene C21 compounds present in Cannabis sativa L., their
carboxylic acids, analogues, and transformation products. They
are now sometimes termed phytocannabinoids. In the plant,
the important cannabinoid compounds are  A9-
tetrahydrocannabinol, A8-tetrahydrocannabinol, cannabidiol,
and cannabinol. The structures of these natural cannabinoids
are presented in Figure 1. Cannabidiol is the subject of
considerable interest, in view of its antiinflammatory
properties and lack of psychotropic effects [4,5].

Despite the identification of A9-tetrahydrocannabinol, its
cellular target was not identified for more than a quarter of a
century, not the least as a consequence of the high
lipophilicity of the compound. The existence of cannabinoid
receptors was confirmed in 1988 when an open analogue of

A9-tetrahydrocannabinol, the Pfizer compound CP-55,940
(Figure 1), was made available. This compound was less
lipophilic than A9-THC and upon tritiation was used as the
first probe of cannabinoid receptors by competitive binding
assays [6]. It still remains a widely used radioligand.

In 1990, the cloning of a cannabinoid receptor, negatively
coupled to adenyl cyclase and a member of the G-protein
coupled- receptor superfamily was reported and termed
CB1 [7]. Three years later, a second receptor, termed CB2,
was found by sequence homology [8]. This receptor has
been cloned from HL-60 cells and was found to be restricted
to the immune system, including macrophages from the
spleen. Since the 1990s, the term cannabinoid has been
extended to any molecule that binds to one of the
cannabinoid receptors [9]. With this discovery of cannabinoid
receptors, the quest for an endogenous ligand of these
receptors was launched. The long route from the discovery
of A9-THC to the endogenous compound has been nicely
reviewed by Mechoulam [10].

Correspondence to: Dr. Carlos D. Pessoa-Mahana, Department of Pharmacy, Faculty of Chemistry, Pontificia Universidad Catdlica de Chile. Address: Vicuiia Mackenna, 4860,

Santiago, Chile. E-mail: dvdpss91@gmail.com
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Natural Cannabinoids and the Derived Synthetic Prototype CP-55,940
(Pfizer).

On the basis of the assumption that the endogenous
cannabinoid ligand was a lipidsoluble compound, a
lipid derivative, arachidonoylethanolamide (C20:4),
was isolated from chloroform-methanol extracts of
porcine brain and christened anandamide (Figure 2),
referring both to the Sanskrit “ananda” meaning bliss
and to “amide” for the chemical nature of the
compound [11]. Besides anandamide, numerous
endogenous compounds have been isolated with the
ability to bind and activate at least one cannabinoid
receptor. These molecules have been termed
cannabimimetic fatty acid derivatives [12]. A complete
review of the cannabimimetic fatty acid derivatives and
the endocannanbinoid system as a whole has been
nicely reported by Lambert and fowler [13]. By other
hand, the pharmacology of cannabinoid receptors has
been also reviewed extensively [14,15].

Figure 2.
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S
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1.2) The regulation of the endocannabinoid system. The
cannabinoid Receptor Type 1 (CB1).

The endocannabinoid system has, as expected for a
signalling system, components responsible for synthesis,
action, and inactivation, all of which are legitimate targets
for pharmacological intervention. The regulation of the
endocannabinoid system (ECS) has been studied
extensively because of its great potential in the treatment
of many conditions. CB1 agonists have been associated to
the treatment of pain, [1], cancer [2], and emesis [3]
among others. Otherwise, CB1 antagonists have been
mainly used in the treatment of obesity [4,5]. Its
physiological effects are mediated through the so-called
cannabinoid receptors, which are attractive targets for
current drug development [6,7]. These proteins belong to
the G protein-coupled receptor (GPCR) family and have
been the focus of much recent work since the discovery of
the CB1 and CB2 receptor subtypes [8,9]. Cannabinoid
ligands are characterized by a wide chemical diversity. This
diversity has different consequences. First, it has been
rather complicated to provide a common pharmacophore
for all cannabinoid agonists. Second, the structure-activity
relationships were not the same in the entire family.
Among the reported and non-classical cannabinergic
ligands [10-12], several compounds contain a central
heterocyclic scaffold such as indole or benzofuran,
displaying a range of different pharmacological profiles
[13,14]. For example, the aminoalkylindole derivative
WIN55212-2 has been reported to be a potent agonist of
the CB1 receptor (Ki = 9.4 nM) [15], AM679 is a non-
selective CB1 and CB2 agonist (Ki = 13.5 nM CB1) [16],
JWH-007 has been reported as a non selective CB1/CB2
cannabinoid agonist (Ki = 9.5 nM) [17], while the
benzofuran derivative LY320135 is a selective CB1
antagonist (Ki = 131 nM) [18,19] (Figure 3).

Figure 3.

Docking simulation studies of JM-6 with our reported CB1 model.
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1.3) Our
modulation.

previous work focused on CB1l receptor

In the field of cannabimimetic heterocycles,
benzimidazoles have been recently reported as CB2
agonist  with good CNS penetration by Pfizer [20]. By
other hand, Abbott Laboratories have developed
azaindoles with agonist activity over the CB1 and CB2
receptors [21], while imidazopyridines from Merck have

been reported to be selective CB2 agonists [22] (Figure
3). During the last years, our research group has been
interested in the synthesis of benzimidazole derivatives
as ligands of the type 1 cannabinoid receptor. In past
screening tests using mice brain synaptosomes,
compound 14 (JM-6) was identified as a high affinity CB1
agonist (Ki = 98.2 nM) [16]. Considering the structural
resemblance of JM-6 to the reported ligands (Chart 3),
we defined a strategy to develop new and more active
CB1 ligand derivatives (Figure 4).

Figure 3.
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Previously and recently reports cannabinoid ligands, prototype 14 (JM-6) and 39 (JM-39), the most active compounds.

In order to explore SAR requirements of benzimidazoles
and optimize the affinity with the CB1 receptor, JM-6 was
subjected to the following changes (Figure 4A): (i) Region I:
replacement of the 3-pyridyl ring by 2- and 4-pyridyl
isomers to study the influence of the position of the
nitrogen atom on hydrogen bond interactions. (ii) Region Il
and linker: the 1-naphthyl moiety was replaced by a 2-
naphthyl group and the carbonyl function exchanged for a
methylene group aimed at providing an improved
orientation and a more favorable conformation in the

Rev. Farmacol. Chile (2016) 9 (2)

receptor cavity. (iii) Region lll. Finally, substitution on the
benzimidazole ring (C-5 and C-6) with fluorine and methyl
groups was thought to increase m-stacking interactions.

Docking simulation studies of JM-6 with our reported CB1
model [17] allowed us to propose the existence of three
major interaction regions: (a) a hydrogen bond between
the pyridine ring and the quaternary  amino group of the
side chain of residue K3.28(192); (b) the naphthalene
moiety establishing hydrophobic and aromatic interactions
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with the side-chain residues F2.57(170), F2.61(174),
L3.32(196), 15.31(267), F7.35(379), A7.36(380); and (c) the
benzene ring of the benzimidazole core which displayed
hydrophobic and aromatic interactions with the side chain
residues F2.57(170), F3.36(200), W6.48(356) and
L6.51(359) (Figure 5).

Figure 4.
A Region 111 Region I >_<:>z
R:l

Linker
X=N;Y-H: Z-H
X=H: Y=N: Z-H
X=H; Y=H; Z-N

Region 11 R =CH,, CO

RL R!=F, CH;, H
R* = L-naphthyl, 2-naphthyl

A. Regions for modification on compound JM-6. B. General structure of
synthesized compounds.

Figure 5.
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Docking simulation studies of JM-6 with our reported CB1 model.

Significant affinity (nanomolar range) was observed for 21
of the 47 synthesized compounds, while another eight
compounds had affinities in the micromolar range. Three
benzimidazoles exhibited 1C50 values around 20 nM
and four molecules exhibited an exceptional affinity with
IC50 values under 10 nM. Docking results showed that all
the synthesized compounds adopt a Y-like conformation
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within the CB1 active site, with the pyridine and
naphthalenyl or naphthoyl groups as the arms, and the
benzimidazole scaffold as the body (Figure 5A,B). The
binding site of the ligands is located amidst
transmembrane helices 2, 3, 6 and 7. The binding mode
of JM-39, the most active compound of the series, is
represented in Figure 5C. The structure-activity
relationships founded for the complete series are
summarized in Figure 6 [18].

Figure 6.

3 or 4-pyridyl seems to
/7 be a better substituent
rlg’ than 2-pyridyl

Better affinity for a substitution
pattern with Ry=F

Carbonyl and methylene linkers

are similar

M1 naphthyl substitution pattern
is detrimental for activity

A 3D-QSAR model was obtained from CoMFA
analysis[18]. This model has high r2 (0.998), F (944.13),
and g2 (0.71), as well as a small SEE (0.057), suggesting
that it is reliable and predictive. The steric and
electrostatic contour maps of CoMFA, which sustained
the rational design for the new series proposed in  this
project are displayed in Figure 7.

Figure 7.

Left: COMFA steric contour map for the most active compound 39. The
green contour indicates where a bulky group favors activity, while the
yellow contour indicates where a small group favors activity. Right:
CoMFA electrostatic contour map for the most active compound 39. The
blue contour indicates where positive charge favors activity, while a red
contour indicates where negative charge favors activity.

Based in our recent reported CoMFA study and its high
predictive value [18], as a first goal we propose in this
project to generate a new series (series 1) following the
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structural modifications to JM-39 depicted in figure 8 in
order to obtain new high affinity CB1 ligands.

Figure 8.

3-pyridyl moiety will remain

N =N unchanged
=
Halogens like Cl or B VAR

— Bulky aromatic

rings substituted
with
electronegative
groups.

QSAR-guided structural modifications to generate series 1.

According to the analysis shown above, the following list
of representatives molecules is feasible to synthesize
(Figure 9).

Figure 9.

v
,N-’\P_ f\ NO; =/CN
. X=Cl, Br

Series of benzimidazoles designed from CoMFA analysis of our previous
work on CB1 receptor.

2) THE CANNABINOID RECEPTOR TYPE 2 (CB2).

Although CB1 agonists have potent pharmacological
effects, there is concern about adverse effects arising from
their systemic activation, such as sedation, dependence
and cognitive impairment, among others [19,20]. Selective
CB2 agonists have been shown to mediate analgesic effects
in preclinical models without CNS side effects.
Consequently, the subject of the project that is being
submitted, represents a continuation of our research with
an emphasis in the obtaining of new selective high affinity
CB2 ligands, which represents the second goal of this
proposal. The design of the proposed molecules are based
on recent papers reporting the 2-pyridone moiety as a
selective scaffold for CB2 agonists [21] and the growing
number of papers reporting selective CB2 agonists bearing
classical heterocycles as indoles, pyrimidines, 4-oxo-1,4-
dihydroquinolines,  pyrazoles, pyridones, thiazoles,
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thiazines, and benzimidazolones [22-41]. Basically, our
proposal in this topic is to generate a series with a
structure based on two moieties associated to CB2 agonist
activity (benzimidazole and 2-pyridone), a strategy no
reported to the best of our knowledge (Series 2, Figure 10).
Experimental molecular modeling tools have been applied
in order to provide chemical rationality to the design.

Figure 10.

e}
R,=H, CHy, 2-chlorobenzyl, others N
R;= alkyl chains Fi/
X=0,N 1

General structure of SERIES 2 designed as selective CB2 agonists.

3) FATTY ACID AMIDE HYDROLASE (FAAH).

Fatty acid amide hydrolase (FAAH) is an intracellular serine
hydrolase that catalyzes the deactivating hydrolysis of
several endogenous lipid amides such as endogenous
cannabinoid (EC), anandamide (arachidonoylethanolamide:
AEA), oleamide, oleoylethanolamide, and
palmitoylethanolamide [42-59]. These lipid amides have
several physiological effects, including the alleviation of
pain, promotion of sleep, and regulation of appetite[60-
63]. AEA is an endogenous cannabinoid that activates the
CB1/CB2 receptors. FAAH knockout mice are viable and
healthy, and showed an analgesic phenotype in several
neuropathic and inflammatory pain models associated
with increased brain AEA levels [64-66]. FAAH inhibitors
enhance the activation of CB receptors by blocking the
degradation of AEA, but they may offer site-specific
increase of AEA in tissues where ECs are being
produced by physiological protective mechanisms,
suggesting that they exhibit pharmacological effects with
less adverse effects. Moreover, FAAH inhibitors may have
anti-inflammatory effects by suppressing the release of
inflammatory chemical mediators by stimulating the CB2
receptor in immune cells. To date, several groups have
reported various classes of FAAH inhibitors including
carbamates (e.g., URB597 and SA-47) [67-69] urea
derivatives (e.g., PF-750 and LY2183240) [69,70], and keto-
heterocycles (e.g., OL-135) [71] (Figure 9). Carbamates and
urea-type FAAH inhibitors are regarded as irreversible
inhibitors that form covalent tight binding with the
catalytic Ser241 residue within the active site of the FAAH
enzyme [72]. On the other hand, reversible inhibitors such
as potent keto-heterocycles are believed to form a
hemiacetal bond with the catalytic Ser residue [73,74].
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Anandamide (AEA) and known FAAH inhibitors.

In this proposal, we extend our focus to the study of
FAAH inhibitors (series 3a and 3b, Figure 12). Our design
was based on molecular resemblance with reported
benzoisoxazolyl carbamates and ureas [75] (Figure 13)
and previous molecular modeling on FAAH model (see
PRIOR WORK section). If the benzoisoxazolyl group
contributed to the FAAH inhibitory activity of compound,
it was thought that the replacement of this ring with a
isostere ring as benzimidazole would yield new active
compounds. Series 3a has been designed as reversible
inhibitors while benzimidazole carbamates of series 3b
are regarded as irreversible inhibitors, able to form
covalent tight binding within the active site of the FAAH
enzyme.

Figure 12.
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=
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Reported benzoisoxazolyl carbamates and ureas active as FAAH inhibitors
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Reported benzoisoxazolyl carbamates and ureas-type inhibitors
structurally related with the series targeted as FAAH inhibitors (3a and
3b).
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ABSTRACT

Acetylcholinesterase (AChE), plays a key role as an essential enzyme in memory and cognition process trough the hydrolysis of neurotransmitter
acetylcholine. Although the physiological role of AChE in neural transmission is well known, its role as pharmaceutical target for the treatment of
Alzheimer’s disease (AD) is still matter of extensive research. It has been elucidated that cholinergic deficiency is associated with AD. Therefore, one of the
major therapeutic strategies is to inhibit the biological activity of AChE, increasing the acetylcholine level in the brain. However, one of the major
limitations of up-regulating AChE activity through acetycholinesterase inhibition is that repeated doses of acetylcholinesterase inhibitor (AChEi) lead to the
development of tolerance. Despite its limited success, AChEi remains as the only approved treatment by Food and Drug Administration (FDA) for AD. This
scenario has led to strong efforts to discover new AChEi from a vast number of plant species, which can provide new bioactive compounds for control
strategies in AD. Thus, natural alkaloids have been shown to be potent AChEi. However, the process of AChEi-based drug development is challenging, time
consuming, expensive, and requires consideration of many aspects (eg. chemical structure, identification and biological assay). Therefore, the computer-
based methods are becoming increasingly important as they complement laboratory experiments in studying the structure and function of biomolecules.
Specifically, molecular docking has been highlighted as a frequently used tool in structure-based drug discovery. Although early efforts were hindered by
limited possibilities in computational resources, the recent advance in high performance computing with virtual screening methods has become drug
discovery more efficient. Therefore, the objective of this review is to summarize the usefulness of molecular docking related to alkaloid research as well as

new approaches for alkaloid discovery using AChE as targets.
Keywords: Molecular docking, alkaloids, acetylcholinesterase inhibitors.
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1) INTRODUCTION

Alzheimer’s disease (AD) is the most common single cause of
dementia (Ferris and Farlow, 2013). This illness is characterized
by progressive neurodegenerative disorders, collapse of
cognitive functions and formations of amyloid plaques along
with neurofibrillary tangles (Auld et al., 2002; Blennow et al.,
2006). The AChEi have been approved for the symptomatic
treatment of AD for over a decade, which is highlighted by
preventing the hydrolysis of acetylcholine (Zaheer-ul-Haq et al.,
2010). However, it seems that all long-term studies have not
shown clinical efficacy resulting in a loss of drug efficacy or the
relentless progression of the disease (Zaheer-Ul-Haq et al.
2003). Thus, interest in the discovery of novel AChEi remains
since the lack of perfection in the current ones.

Many of AChEi and structures known today are derived from
natural products, such as galantamine and huperzine A
(Lilienfeld, 2002; Ma and Gang, 2008). Natural products have

played a significant role in the development of new drugs for
the treatment of diseases (Ingrassia et al., 2008). Thus,
alkaloids can exhibit a wide range of bioactivities, such as
antitumor, antiviral, antibacterial, antifungal, antimalarial,
analgesic and AChEi (Evidente and Kornienko, 2009; Jin, 2011).
It is thought that novel natural sources of drugs can be
discovered by traditional extraction methods and bioassays
associated.

The use of AChE as target and potential AChEi as ligands can
involve an in silico approach called molecular docking, which is
frequently used in structure-based drug discovery.
Unfortunately, no perfect representation has been obtained
for ligand-receptor systems since physicochemical conditions
and dynamics have apparently been overlooked in diferent
receptors (Guo et al., 2004).
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Likewise, the results of previous studies on AChE-ligand
interactions seemed to be heavily dependent on the type
of ligand (Berg et al. 2011), the protein conformation
(Alonso et al.,2006) and the presence of water (Roberts
and Mancera, 2008). Despite these difficulties, molecular
docking of AChE ligands has been applied in numerous
cases to explore the role of identified and subsequently
synthesized compounds in terms of AChE-ligand
interactions and quantitative structure-activity
relationships (QSARs). However, to answer the question of
how useful molecular docking could be for alkaloid
discovery, some facts need to be addressed. Can alkaloids
be successfully docked in to AChE crystal structures? Is it
likely to achieve consistency between experimental and in
silico AChE-alkaloid interactions? This review seeks to
answer these and other questions summarizing the
usefulness of molecular docking with successful results
related to alkaloid research. Likewise, the best conditions
along with new approaches for alkaloid discovery using
AChE as targets are proposed.

2) ALKALOIDS AND THEIR IMPACT FOR THE TREATMENT
OF HUMAN DISEASES.

Plants used in traditional medicine have the potential to
provide pharmacologically active natural products such as
alkaloids, which can be used to treat several diseases. This
could be achieved by taking advantage of information
available from traditional medicine and/or ethnobotanical
knowledge (Elgorashi and Van Staden, 2004). Alkaloids are
important molecules derived from secondary metabolism
that can act as rich sources of research in biomedicine and
drug discovery area (Lu et al., 2012). Thus, several alkaloids
isolated from natural herbs exhibit potential activity
against cancer. In fact, the first agents to advance into
clinical use were indole alkaloids, vinblastine and
vincristine, isolated from the Madagascar periwinkle,
Catharanthus roseus (Apocynaceae), used in combination
with other chemotherapeutic drugs for the treatment of a
variety of cancers including lymphocytic leukemia,
testicular cancer, breast and lung cancer (Cragg and
Newman, 2005). On the other hand, the diterpene alkaloid
paclitaxel isolated from Pacific Yew (Taxus brevifolia),
inhibits cell proliferation by altering the dynamics of
tubulin addition (Mohan et al., 2012), and is used in the
treatment of breast, ovarian, and non-small cell lung
cancer, and has also shown efficacy against Kaposi sarcoma
(Cragg and Newman, 2005). Another important source of
important remedies in Oriental medicine is Chinese herbs,
on this matter, evodiamine, a quinolone alkaloid, is one of
the major bioactive compounds isolated from Evodia
rutaecarpa. Studies have demonstrated that evodiamine
has anti-cancer activities both in vitro and in vivo by
inhibiting proliferation, invasion, metastasis and apoptosis
in a variety of cancer cell lines (Jiang and Hu, 2009). On the
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other hand, berberine, an isoquinoline alkaloid widely
distributed in natural herbs including Rhizoma coptidis (a
prescribed Chinese herb), has shown potential anti-cancer
activity in in vitro and in vivo experiments by interfering
with the multiple aspects of tumorigenesis and tumor
progression (Lu et al., 2012). Furthermore, amaryllidaceae
alkaloids;lycorine, amarbellisine, haemanthamine, and
haemanthidine reported by Van Goietsenoven et al.
(2010), exert antiproliferative activities toward cancer cell
lines that are apoptosis-resistant. Although the source of
alkaloids with anti-cancer potentials is very extensive,
considerations, such as water solubility, bioavailability and
toxicity must be evaluated (Lu et al., 2012).

Malaria is an infectious disease, causing approximately one
million deaths annually and 300-400 million infections per
annum (Sener et al., 2003; Dua et al., 2013). Protozoan
species of the genus Plasmodium are responsible for this
infection, although the majority of fatal cases are caused
by P. falciparum. The challenge in malaria chemotherapy is
to find safe and selective agents with potency that will not
be compromised by plasmodial resistance (Frederich et al.,
2008). Literature supports the potential of plant-derived
alkaloids as source for anti-malarial drug development
(Frederich et al., 2008; Onguéné et al., 2013). In this
regard, the study reported by Chierrito et al. (2014)
highlights the activity against P. falciparum and low
cytotoxicity in in vitro experiments shown by the
monoterpene indole alkaloid, aspidoscarpine, isolated
from Aspidosperma olivaceum. On the other hand, Dua et
al. (2013) reported that the steroidal alkaloid conessine
isolated from the bark of Holarrhena antidysentrica
exhibited substantial anti-malarial activity with slight
cytotoxic nature.

Likewise, alkaloids can be used for antiparasitic activity in
the control of Trichomonas vaginalis, a flagellate
protozoan which infects the human urogenital tract and
causes vaginitis in women and urethritis in men, the most
common non-viral sexually transmitted disease (He et al.,
2015). In relation to this, the reports agree on the potential
of lycorine alkaloid and its chemical derivates as anti-
protozoal (Vieira et al., 2011; Giordani et al., 2011).

Furthermore, antiviral activities of alkaloids have been
described. For example, Ozgelik et al. (2011) evaluated the
antiviral activity of commercial alkaloids. Atropine, a
tropane-type alkaloid showed potent antiviral effect on
Herpes Simplex Virus (HSV) and parainfluenza type 3 virus
(PI-3). Moreover, Farnsworth et al. (1968) evaluated 36
alkaloids isolated from Catharanthus roseus and
Catharanthus lanceus for their antiviral activity. Nine of
these alkaloids were classified with effective antiviral
against vaccinia and polio type Il viruses, with pericalline
being the most effective. Evaluation of lycorine,
pseudolycorine and pretazettine exhibited in vitro activity
against the flaviviruses, such as Japanese encephalitis,
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yellow fever, and dengue viruses (Gabrielsen et al., 1992).
Another important biological property of alkaloids is their
antibacterial activity, where it is possible to find literature
that supports the broad spectrum of microorganisms Gram
positive and Gram negative, on which different type of
alkaloids present bacteriostatic and/or bactericidal activity
(Karou et al., 2005; Zuo et al.,, 2011; Cheesman et al.,,
2012). As it has been demonstrated, alkaloids seem to play
a significant role in human diseases showing their potential
as natural drugs. Recently, optimization of bioactive
alkaloids seems to be performed using QSAR, resulting in
new more potent compounds. For instance, Akula et al.
(2006) described that three-dimensional quantitative
structure—activity relationship (3D-QSAR) studies by
molecular docking and comparative molecular field
analysis (CoMFA) may serve as a useful tool to gain insight
into the mechanism of inhibition and to predict the
inhibitory properties of newly designed compounds. QSAR
development provides a powerful tool to correlate the

biological activities of compounds to their structural or
physicochemical parameters and extends the correlated
parameters for the prediction of new active ligands
(Viswanadhan et al.,, 1989). CoMFA, needs the studied
molecules to be aligned in the 3D space. In conventional
CoMFA studies, as in the first study by Cramer et al. (1988),
the molecules are fitted to a reference molecule. This
reference molecule should be the most rigid of the active
molecules. In this case, the molecule is always in its
"biologically active” conformation. However, when active
molecules are flexible, finding an appropriate alignment
becomes a complicated task with high probability of a
misleading result. Another example is the study performed
by Gupta and Mohan (2011), where a good quality of
CoMFA model would suggest the validity of proposed
models of inhibitor-enzyme interactions obtained by the
automated docking procedure. The applications of QSAR
methods for alkaloid discovery are summarized in Table 1.

Table 1.
sl Resolution
Compounds Software structure '{_\} Post-docking approach  Validation Reference
(PDEB code) :
Euchrestifoline* FRED 2.1 1ACL 2.80 Further, 3D-QSAR Enzymatic (Rehuman et al., 2013)
bioassay
Buxamine -B* FlexX 1ACL 2.80 LIGPLOT and WebLab Fn?)nn.{tic (Khalid et al., 2005)
Buxamine -C* ViewerPro bioassay
82 N-benzylpiperidine IACE; IAMH  1.50; 2.50 3ID-QSAR, CoMFA No (Bemard et al., 1999)
derivatives
Hybrid tacrine-donepezil GOLD2.1.1  1EVE 2.50 ADMTE No (da Silva et al., 2006)
Corydaline® GOLD 3.0.1  IEVE 2.50 No (Dan et al., 2007)
Hypol A GOLD IEVE 2.50 Fischer's (Gupta and Mohan, 2014)
Hypol B randomization
test
I-nitro-2-phenylethane Molegro IC2B 4.50 Gaussian 03 Biautogram (Silva et al., 2014)
Virtual
Docker
(MVD)
oliveroline®, CHIMERA 1B41 2.76 No (Naaz et al., 2013)
noroliveroline®, liridonine®,
isooncodine®, polyfothine®,
darienine*
pleiocarpine®,  kopsinine*, CHIMERA 1B41 276 No (Naaz et al,, 2013)
pleiocarpamine*
ebumamine®, CHIMERA 1B41 2.76 Further ADME and 3D- No (Naaz et al., 2013)
chumamonine®, QSAR
ebumamenine®
geissoschizol*
FRED, Glide 1J06 235 ASP and GoldScore and  Colorimetric (Berg etal., 2011)
and GOLD FRED Chemgauss 2, Ellman assay
Chemgauss 3,
Chemscore, OFE
Chemscore, PLP,
Screenscore, Shapegauss.
Selection of compound from GOLD 1EVE; 1B41 2,50 CoMFA Noe (Guo et al., 2004)
Chem Score 2.7
Steroidal Alkaloid* AUTODOCK  1ACL 2,30 No (Zaheer-Ul-Hagq et al,
24 2003)
Bis-tacrina structures FleXx and 10824 245 ID-QSAR No {Akula et al., 2006)
FlexiDock
N-Aryl derivates AutoDock 1B41 2.76 Kinetic assays  (Comea-Basurto et al,
(3.0.5) 2007)
Tacrine-hybrids CDOCKER 2CKM 215 MM/PBSA Ellman assay (Chen et al., 2012)
mine derivatives FleXx 1EVE 2.50 3ID-QSAR No (Gupta and Mohan, 2011)
vhrids GOLDv3SE2 4EYT; 2CMF 235 Ellman assay (Jin etal, 2014)
250
Salicylanilide N- GOLDvS0 2WHQ 215 Ellman assay (Tmramovsky et al., 2012)

alky 3

* Alkaloid compounds identified from plants

Summary of the most used protein-ligand complexes for AChEi discovery.
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3) ALKALOIDS AND THEIR POTENTIAL AS NATURAL AChEi
DRUGS.

The AD is the most common cause of dementia in our
ageing society. Although recent evidence suggests that AD
is a heterogeneous disorder comprising several different
phenotypic and genotypic expressions, it is characterized
by an insidious decline in cognitive and non-cognitive
function. Traditionally, short and long-term memory is
impaired, while language skills, concentration and
attention are often affected (McGleenon et al., 1999). An
important approach to treat AD involves the inhibition of
the AChE enzyme, which has proven to be the most viable
therapeutic target for symptomatic improvement in AD
because cholinergic deficit is a consistent and early finding
in this disease (Mehta et al., 2012).

Alkaloids have been studied as AChEi with more than 35
alkaloids reported so far. However, a few of them have
entered therapeutic use (Mukherjee et al., 2007). Different
classes of compounds have been considered, namely
indole derivatives (such as physostigmine and related
compounds), isoquinoline and related derivatives (such as
galantamine and lycorine-type alkaloids), steroid and
terpenoid alkaloids, and many other derivatives that
present significant inhibitory effects on AChE (Mukherjee
et al.,, 2007).

Galantamine is a natural plant alkaloid (Ma and Gang,
2008), produced by Galanthus nivalis L. and related plants
(Amaryllidaceae family)(Lilienfeld, 2002). Huperzine A, is a
potent but reversible inhibitor of AChE used in China for
treating patients with AD. The source of huperzine A is
Huperzia serrata, a moss that has been used for treating
contusions, strains, hematuria and swelling in Chinese folk
medicine  (Mukherjee et al.,, 2007). Furthermore,
Montanine (Ortiz et al.,, 2012) as well as 11B-
hydroxygalanthamine, (de Andrade et al., 2011), orydaline
and corydine (Adsersen et al., 2007) and stepharanine,
cyclanoline and N-methyl stepholidine (Ingkaninan et al.,
2006) showed significant acetylcholinesterase inhibitory
activity in a dose-dependent way.

4) ACETYLCHOLINESTERASE: 3D STRUCTURE AND ITS ROLE
AS TARGET.

Acetylcholinesterase is known for carrying out a rapid
hydrolysis of the neurotransmitter acetylcholine (ACh) at
cholinergic synapses (Zaheer-ul-Haqg et al., 2010; Hai et
al.,2013) (Dvir et al., 2010). Availability of AChE crystal
structures from several species with and without ligands
provides a solid basis for structure-based design of novel
AChE inhibitors (Guo et al., 2004). One main feature that
must be known for drug discovery using AChE is its active
site. This active site, widely called “binding site or pocket”
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for proteins, is mainly composed by five subsites: (1)
esterasic (ES), (2) anionic (AS), (3) axyanion hole (AH), (4)
acyl poket (AP) and (5) periphericor anionic subsites (PAS)
(da Silva et al., 2006). Thus, the entire active site is buried
near the bottom of a deep and narrow gorge that
penetrates half way into the enzyme and widens out close
to its base. This gorge is named as the “aromatic gorge”
since it is lined by 14 conserved ar omatic amino acids
(Khalid et al., 2005). It has been reported that this area
contains a catalytic triad (ES), composed by Ser203, Glu334
and His447 (human AChE, PDB code: 1B41) (Guo et al.,
2004) responsible for hydrolyzing the ester bond in ACh
and oxyanion hole forming residues (Gly118, Gly119, and
Ala204) (Harel et al., 1995) (Figure 1).

Figure 1.
-
p Pro290
e Ala204 gz
4 Glyt20 _’\
¢ \J

ser2039 </ Trpge

|
HisM?@\\'
< £
~_ Glu334

Super-imposed crystal structures of huAChE (PDB: 1B41) (green). Right
scheme shows the super-imposed active site.

The anionic subsite (Trp86), also known as quaternary
ammonium-binding site, is responsible for binding the
quaternary trimethyl ammonium tail group of ACh by
cation—electrostatic interaction (Harel et al., 1993). The
active site of AChE is characterized by having a highly
negative electrostatic potential, which is the binding site
for the quaternary nitrogen of their substrates and some
ligands (Dvir et al., 2010). It has been proposed that to be
recognized by the active site of AChE, the ligands should
have nitrogen atoms, which could carry a positive partial
charge generated by resonance effects through an
aromatic system (Correa-Basurto et al. 2007). For instance,
computational studies on the alkaloid euchrestifoline (Ecf)
exhibited considerable inhibitory activity with half maximal
inhibitory concentration (ICsq: 93.1 uM) against AChE,
according to Rehman et al. (2013). Their results showed
favorable molecular interactions between aromatic rings of
Ecf with His440, Phe330, Gly441 and lle444, and
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interactions of heterocyclic oxygen atoms of Ecf with the
residue Ser122 of AChE through hydrogen bonds at a
distance of 3.49A. Interestingly, the carbonyl oxygen of Ecf
was found to be involved in holding the molecular contact
with Tyr121 of PAS in AChE via dipole-dipole electrostatic
interactions. Involvement of PAS subsite of AChE in
macromolecular complex of inhibitor and enzyme seems to
be an additional factor behind considerable inhibitory
activity of the compound. Likewise, PAS subsite seems to
be involved in favorable molecular contacts between Ecf
and AChE. Moreover, for Trp84 residue, it has been
reported a parallel conformation to the aromatic frame of
Ecf, which ultimately leads to favorable n-mt stacking effects
with the inhibitor showing favorable hydrophobic
interactions. The aromatic rings of Ech were found to be
favorably surrounded by His440, Phe330, Gly441 and
lle444, providing support to the macromolecular complex.
Overall, compounds with instantaneous and good binding
interactions with PAS subsite provided a major clue behind
their significant AChE inhibitory activity.

3.1) Molecular docking for alkaloids and its application
for natural drug discovery as AChEi.

Currently, it has been proposed that the prediction of
protein-ligand interaction could be useful to screen
thousands of candidate molecules. Thus, in silico
approaches could be able to generate suitable
conformations of a ligand within a protein-binding site and
demand energetic evaluations for the quality of the
interaction (Danuello et al., 2012). Taking into account the
disadvantages from experimental procedures, in silico
methods have arisen as a cheaper, faster and safety way to
identify potential bioactive drugs. Thus, molecular docking
simulations can be used. This method can give information
about how to optimize the structure of the target and
account for flexibility; how to proceed for the refinement
of docked complexes to calculate binding free energies, to
provide an accurate ranking of the potential ligands; and in
the latest developments, to find the binding site (Alonso et
al., 2006).

The development of new technologies has produced not
only a general improvement in health from the discovery
and manufacture of new and more effective drugs, but also
has contributed to the advance of science itself, impelling
the development of complex and more accurate tools and
techniques for the discovery of new active compounds
along with the understanding of their targets (Vyas et al.,
2008). When the structure of the target protein is known,
drug discovery process follows a well-established
procedure. Usually, docking techniques are designed to
find the correct conformation of a ligand into its
receptor(Khalid et al., 2005). The process of binding a small
molecule to its protein target is not simple; several
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entropic and enthalpic factors influence the interactions
between them (Correa-Basurto et al., 2007; Gupta and
Mohan, 2014). The mobility of both ligand and receptor,
the effect of the protein environment on the charge
distribution over the ligand and their interactions with the
surrounding water molecules, complicates the quantitative
description of the process (Silva et al., 2014). For example,
Zaheer-ul-Haq et al. (2010), highlighted that the presence
of water molecules played an important role in the
accuracy of ligand-protein docking predictions. Water
molecules can be involved in protein ligand recognition
either by forming mediating hydrogen bonds between the
protein and the ligand or by being displaced by the ligand;
both mechanisms have been shown to be important for
drug discovery. For example, an inhibitory activity of the
compound tacrine against the AChE revealed that its
binding mode was found to sandwich between the rings of
Phe330 and Try84 and its aromatic phenyl and pyridine
rings showing parallel m-t bond interaction with the phenyl
ring of Phe330 forming average distances of 3.4 and 3.6 A
(Badran et al., 2010), respectively. Likewise, Kapkova et al.
(2003) performed docking experiment to explore the
binding affinity of several synthetic bispyridinium type-
ligands with the homology model of AChE enzyme. They
observed many interactions like -1t stacking and cation-mt
contacts with amino acid residues of the anionic substrate
binding site (Trp84, Phe331, and Tyr334) and the
peripheral anionic binding site (Trp279). Likewise, docking
analysis with two alkaloids, (+)- buxabenzamidienine and
(+)-buxamidine isolated from Buxus sempervirens, also
showed good interactions with the active site of human
AChE including several hydrophobic interactions (Orhan et
al., 2011). The idea behind this technique is to generate a
comprehensive set of conformations of the protein-ligand
complex, and then, to rank them according to their
stability and energy. In this sense, the most popular
docking software includes FRED 2.1 (Rehman et al., 2013);
AutoDock4.2 (Zaheer-Ul-Haq et al., 2003), CDOCK (Kuntz et
al., 1982) and FlexX (Gupta and Mohan 2011). Considering
that the 3D structure of both ligand and protein are
necessary for the application of docking techniques, the 3D
structure of several AChE has been solved experimentally
by both X-ray diffraction and Nuclear Magnetic Resonance
(NMR) of proteins. This last allowing to build homology
models of AChE from very specific species. The above
provides the essential part for drug discovery and design
(Rudnitskaya, 2010). Recently, a number of potential
candidates have been tested for the development of drugs
against AD, which have been also studied using molecular
docking and reported targeting AChE (Khalid et al., 2005;
Alonso et al., 2006; Danuello et al., 2012). For example,
binding and potential inhibitory activity of several alkaloids
have been analysed by Naaz et al. (2013). Their results
showed pleiocarpine as the best ligand in term of its low
binding energy (-12.50 kcal/mol) and in silico K; associated
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(6.90 x 10® uM). Binding energies, such as -11.12
(kcal/mol),  -10.84(kcal/mol), -10.77  (kcal/mol), -
10.61(kcal/mol), -10.48(kcal/mol), -10.35(kcal/mol), -10.35
(kcal/mol), -8.56 (kcal/mol), -9.36 (kcal/mol), -
7.10(kcal/mol), -8.37(kcal/mol) and -6.57(kcal/mol) were
obtained for the rest of alkaloids.

Although many comparative molecular docking studies
have been reported for AChE (Vigers et al., 2004;Xie et al.,
2006), the reported findings were devoid of the comments
regarding conserved water molecules in the active site of
AChE, which can mediate the interaction between amino
acid side chains and inhibitors (Zaheer-ul-Haq et al., 2010).
Success and failures of molecular docking are probably
based on the conformations of Phe330, which was
reported to be involved in the recognition of ligands (Dan
et al.,, 2007).

For AChE, there are three orientations of the Phe330 side
chain, i.e., open, half open and close gate. The TcAChE-
E2020 complex (1EVE) with the open-gate conformation,
TcAChE-THA (1ACJ) with closed conformation and TcAChE-
TMTFA (1AMN) with the half-open conformation was used
separately to determine the importance of side-chain
flexibility of Phe330 for ligand traffic (Zaheer-ul-Haq et al.,
2010). These methods can be combined to identify a
number of new hit compounds with potent inhibitory
activity and to understand the main interactions at the
binding sites. It is believed that the current use of
molecular docking and consensus scoring functions could
readily minimize false positive and false negative errors
encountered by ligand-based (pharmacophore) virtual
screening (Lu et al., 2011). In this sense, Akula et al. (2006)
described that the steric contour of compound situated
near the peripheral binding site (nitrogen) suggests an
addition of bulky groups in this region will cause a
reduction in activity. Studies carried out for Khalid et al.
(2005) described the importance of amino groups on the
inhibitory activities of triterpenoidal alkaloid compounds.
Instead, theoretical studies of Correa-Basurto et al. (2007)
showed that several functional groups modify the
electronic density on the aromatic ring and the nitrogen
atom, which might change the affinity between the ligands
and the enzymes. In conclusion, although all compounds
are able to bind the active side of the gorge, not all of them
are able to interact with all the important residues (Lu et
al., 2011). Ligand size, electron density, hydrogen bonding
and orientations of the Phe330 may be the reason for
some of the inhibitory activities. Thus, it seems that the
complement between drug discovery and molecular
docking can provide new putative drugs, which is
corroborated by 26 studies performed on AChE enzymes
using the in silico approach. Less research has been carried
out on alkaloid discovery, where 9 studies can be
highlighted. More detailed information has been
summarized in Table 1.
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Virtual screening has become an important tool for for
chemical optimization in drug discovery programs
(Dasgupta et al., 2009; Klebe, 2006). When a target of high
resolution is available, the most common methodology of
virtual screening involves the use of docking algorithms in
which conformational sampling methods are used to insert
the ligand into the active site of the target macromolecule
(zaheer-ul-Haq et al., 2010). There are two main types of
virtual screening: (1) ligand-based and (2) receptor-based.
Ligand-based methods are based on finding new ligands
similar to existing high affinity ones. On the other hand,
receptor-based methods are trying to find molecules that
are capable to bind in a receptor binding site (Marsh,
2011). These methods have shown the potential to find
completely novel ligands (Katritch et al., 2010; Lu et al.,
2011). However, their success has been dependent on the
ability to accurately classify virtual ligands (molecules
based on AChE inhibition collected from the ChemBank
data base (Seniya et al., 2014) and/or National Cancer
Institute (NCI) chemical database (Lu et al.,, 2011),
considering whether they have the potential to bind tightly
to a binding site or not. It is worth mentioning, that the
complexity of the docking problem increases with the size
of the ligand and its number of rotatable bonds (Klebe,
2006). The rotations around bonds lead to deviations from
ideal geometry that results in a small energy penalty when
compared to deviations from ideality in bond lengths and
bond angles (Zaheer-ul-Haq et al., 2010). Likewise, the
presence of water molecules plays an important role in the
accuracy of ligand-protein docking predictions as it was
mentioned before. Both of these mechanisms have been
shown to be important for drug discovery (Ladbury, 1996;
Graaf et al.,, 2006). For example, the analysis of several
thousand crystal structures of ligand—protein complexes
using the waterbase module in Relibase (Hendlich et al.,
2003) revealed that, in about two-thirds of all cases, a
water molecule is involved in ligand binding, frequently
mediating contacts between protein and ligand.

Preliminary studies using virtual screening, resulted in
discouraging findings, where no consistency was shown
between in silico and experimental assays. Thus,
Kellenberger et al. (2004) described that failures are often
due to insufficient conformational sampling for highly
flexible ligands, which means that the ligand could not take
all the available conformations and subsequently, the most
favourable energies. Nowadays, virtual screening has
shown its potential as strong screening method. For
example, Carlsson et al. (2011) reported the use of virtual
screening of 1.5 million molecules using the D3 receptor as
target. Despite authors used both crystal and homology
model structures, they could reduce the number of
candidates to only 26 molecules. Subsequently, a
compound (eticloprida derived) was found to bind strongly
to the receptor, which was further optimized to bind even
stronger.
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As it was listed for molecular docking, virtual screening in
AChEi discovery (Dan et al., 2007; Chen et al.,, 2012)
currently uses AutoDock3.0.5 (Goodsell, 1996), FlexX1.10
(Bohm, 1998), MOE2006.08 (Ding et al 1995), GOLD3.2
(Jones et al., 1997) and FRED2.2.3 (McGann et al., 2003) as
docking software.

5) FUTURE PERSPECTIVES

The development of new drugs is undoubtedly one of the
most challenging tasks of today’s science. Alkaloids have
been shown to be potent source of new drugs. Thus,
molecular docking methods have proved to be helpful in
understanding the interaction between the AChE with
various drug/lead molecules. Considering that, the
accurate prediction of protein-ligand interaction suggests
how useful can be for the success of the screening
approaches employed during structure-based drug
descovery. For this approach in silico tools are required,
which are able to generate suitable conformations of a
ligand within a protein-binding site and demands energetic
evaluations for the quality determination of the interaction
(Danuello et al.,, 2012). Taking into account the
disadvantages derived from experimental procedures,
these in silico methods have arisen as a cheaper, faster and
safe way to identify potential bioactive drugs. Thus,
molecular docking simulations can be used, which can give
information about how to optimize the flexibility of
structure target; how to proceed for the refinement of
docked complexes, to include solvent effects; to calculate
binding free energies, to provide an accurate ranking of the
potential ligands; and find the binding site (Alonso et al.
2006).
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A SYNTHETIC APPROACH TOWARDS NOVEL SERIES OF 3-(3-(1-PIPERAZINYL)PROPYL -1H-INDOLE
DERIVATIVES AS MONOAMINERGIC MULTI-TARGET AGENTS. DOCKING STUDIES AND
PHARMACOLOGICAL EVALUATION AT SERT, D2, AND MAO-A RECEPTORS.

Hernan Pessoa-Mahana

Facultad de Ciencias Quimicas y Farmaceuticas, Universidad de Chile, Chile.

ABSTRACT

Major depression is a common, heterogeneous and often incapacitating disorder triggered by a complex pattern of genetic, epigenetic, developmental
and environmental factors™®. Antidepressant drug discovery has been a complex task, due to incomplete understanding of neurobiological basis of
depression, thus no single molecular target can be rationalized as an ultimate therapeutic strategy. Several reports have recognized the pivotal status of
the serotonergic system and the antidepressant drugs, as a central dogma of depression”™. Although commonly used antidepressants, such as the
selective serotonin reuptake inhibitors (SSRIs) are often effective, full efficacy is only apparent after several weeks, and many patients only respond

13-19

partially
Keywords: Molecular docking, serotonin, polypharmacology.
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. For these reasons, efforts in developing newer, faster and safer antidepressant agents are still ongoing.
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1) INTRODUCTION

1.1) From highly selective agents to multitarget molecules.
opportunities and challenges.

The past decade of efforts to find improved treatment for
major depression was dominated by genomedriven programs
of rational drug discovery directed toward highly selective
ligands. Currently, numerous arguments support the
contention that multitarget mechanisms may be more
effective and better tolerated than their highly selective
counterparts in the management of CNS disorders®®?,
Several lines of evidence specifically substantiate interest in
dual-and triple-acting antidepressants. Polypharmacology is
becoming an increasingly important strategy in drug design.
Pharmaceutical companies are discovering and developing
agents that modulate multiple targets simultaneously, with
the aim of enhancing efficacy or improving safety relative to
drugs that address only single targetsm'27

2) MULTI-TARGET ANTIDEPRESSIVE LIGANDS FOR A MULTI-
TARGET BRAIN.

2.1) MAO-A Inhibitors in Depression.

Monoamine oxidase (MAO) A and B are flavin adenin
dinucleotide (FAD) containing enzymes, localized in the outer
mitochondrial membrane of neuronal, glial and liver cells.
These enzymes catalyze the oxidative deamination of
endogeneous and exogenous monoamines®®., MAO-A is
selectively inhibited by clorgyline, metabolizes serotonin,
noradrenaline and adrenaline preferentially, and its
inhibitors are used in anxiety and depression disorders®> .
The combination of SSRIs and Moclobemide (a selective
MAO-A inhibitor) has good efficacy in refractory depression.
A series of morpholinoethyl nicotinamides reported by Zhu
et al., have proved to be potent and selective inhibitors of
MAO-A, with the highest MAO-A affinity (IC 50 =0.045 uM)
being observed for the 6-hydroxy-N-(2-morpholinoethyl)
nicotinamide™®.
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2.2) Dopamine-Serotonin Interactions.

Dopaminergic fibers, innervating the frontal cortex,
hippocampus and basal ganglia fulfil major roles in the control
of cognitive, emotional and motor functions. Indirect
observations suggest that dopamine function may be altered in
depressed patiens, notably in bipolar disorder (dopa
11Frances)39'45' Evidence for dopaminergic-system
desregulation in depression is supported by: i) studies of
dopamine and dopamine- metabolite levels, ii) neuroimaging
studies, iii) histopathological studies and iv) neuroendocrine
studies.(dopamine 4). Antidepressant drugs of different classes
increase dopamine D,/D; binding activity in the nucleus
accumbens as well as behavioral sensitivity to dopamine
agonist in rodents (Fig.1). On the other hand, the 5-HT and
Dopamine systems are highly interconnected: 5-HT receptors
are expressed by dopamine neurons in the midbrain and in
higher areas, where the 5-HT terminals modulate dopamine
release *°".

Figure 1.
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Pharmacologic model of dopamine supersensitivity in the nucleous Accumbens.

3) 5-HT TRANSPORTER-BASED DESIGN OF MULTILIGANDS
FOR DEPRESSION.

There has been a long standing hypothesis that depression is
associated with reduced levels of 5-HT in the brain. The first
generation of tricyclic antidepressants were efficacious in many
patients but they exhibited cardiovascular side effects, toxicity
in overdose and a delayed onset of action. Respect to the
second-generation agents, the SSRIs, they have been widely
prescribed, but they were no better in terms of efficacy or time
of onset™. In an attempt to overcome these problems, SERT
inhibition has been combined with activity at a secondary
monoamine targets such as the GPCRs, 5-HT;,, Alfa-2, NET, etc.

In one of the earliest paper in this area, Perez et-al”., reported
hybrid structures of the 5-HT;, antagonist pindolol and SERT
ligands as milnacipran. They connected SSRI motif to the 3-
aryloxy-2-propanol framework of pindolol via a common
nitrogen, yielding a compound not very potent due mainly to
the low activity of the starting products (Fig. 2).
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Mewshaw et-al.>**°, reported an interesting approach in this

field. They started from a template which possess a robust
SERT activity and added 5-HT,, features (Fig. 3).
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Timms et-alse., from Eli-Lilly designed new indol derivatives as
molecular templates in order to overcome the slow onset of
SSRIs. They aimed for dual SERT/5-HT;, blockers using the
basic nitrogen to merge the frameworks (Fig. 4).

Figure 4.
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The resulting compound possessed activity at both receptors,
but suffered of a lack of balance having significantly higher
affinity for the SERT as well as cross-reactivity at a; and D,
receptors. An interesting attempt was carried out by Johnson
et al”’, a high potency for “A” was expected and observed
because of  the pindolol like  structure.  The
aryloxypropanolamine moiety that could be responsible for 8,
cross-reactivity was changed and diminished in the derivatives
“B” and “C” which retained 5-HT,, and SERT activity (Fig.5).
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Heinrich et-al.”®>°, have reported the synthesis of an

interesting 5-cyano-indolbutylpiperazinobenzofurane
(Vilazodone) which acts as a dual-ligand, being a serotonin
reuptake inhibitor (ICsq =0.5 nM), and 5-HT,, partial agonist
(ICsp =0.2 nM). This compound was approved in U.S.A. by the
FDA (January 2011). Structurally related to vilazodone, Smid et-
aI.GO, working with heteroaryl-3-indolylalkyl piperazines,
obtained the fluoro-indolylbenzoxazinone shown below, which
was evaluated at D, (6.9 nM) and SERT (0.2 nM), which can
adopt two differents conformations fitting either the D, or the
SERT receptors and has favorable pharmacokinetic properties

(Fig. 6).

Rev. Farmacol. Chile (2016) 9 (2)

Figure 6.

Last years, we have been working with indolic derivatives®®®

focused to obtain new ligands with potential antidepressant
properties. In recent unpublished results we have synthesized
and evaluated a series of bis-homo(hetero)-
indolpropylpiperazines to SERT and 5-HT;, receptors. The
synthetic strategy to obtain the homo (bis)-ligands (R1) and
hetero-bis-ligands (R1% R2) is shown in the retrosynthetic
scheme (Fig.7).
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The best binding affinity values (ICsy) at SERT receptor for the
following bis-homo(hetero)derivatives were =14.0 nM (R1=F);
15.0nM (R,=F; R,=OMe) and 17.0nM (R=F; R,=Br). However,

when they were evaluated at the 5-HT,, receptor, they
showed not good affinity displaying 1Csy, values in the
micromolar range. The respective monomers  (3-

Indolylpropyl)piperazines) have been recently evaluated
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displaying binding affinities in the nM and micromolar range
(unpublished results) (Fig. 8).

Figure 8.
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Docking of the homo-bis-ligands (R1=H ) and (R1=F) to the SERT. Docking
revealed close interactions of the protonated N1 of the piperazine ring with
Asp400. Residues Arg104 and Glu494 can interact as stabilizing forces with the
indole N-H.
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RATIONAL DESIGN, SYNTHESIS, BIOLOGICAL EVALUATION AND QUANTITATIVE STRUCTURE-ACTIVITY
RELATIONSHIPS OF NOVEL R3-AR LIGANDS.

Jaime Mella-Raipan

Instituto de Quimica y Bioquimica, Facultad de Ciencias, Universidad de Valparaiso, Chile.

ABSTRACT

The f33-adrenergic receptor belongs to the seven-transmembrane domain (7TD) G-protein coupled receptors superfamily. Since its discovery in humans
(1989), the novel receptor attracted interest from the scientific community as it seemed to play a crucial function in the regulation of energy homeostasis
by controlling the metabolism of glucose and lipids. In accordance with this function, the 83-AR is considered to be an emerging therapeutic drug target of
several high-impact pathological conditions of modern society, such as: type 2 diabetes, metabolic syndrome, obesity (even cachexia), cardiac diseases and
irritable bowel syndrome. Moreover, the wide distribution of 83-AR in other tissues like bladder, myometrium, colon and brain offers possible clinical use of
S3-AR ligands in the treatment of overactive bladder, preterm labour, colon cancer, anxiety and depressive disorders. It is noteworthy that there is only
one drug recently approved in USA (Mirabegron, 2012) that targets this receptor class. This encourages the development of new compounds with
selectivity for 83-AR. In the present article we review briefly the principal characteristics of the f83-AR and the most important features to take into account

for the design of new promising compounds.
Keywords: 33-adrenergic, GPCRs, COMFA.
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1) INTRODUCTION

Until 1967 only two classes of B-adrenergic receptors (B-ARs)
were known, classified as ;- and BZ-ARH. However, by 1980s
a new class of B-AR* was found in several species, including
bovine, rats and mice. Later, its presence was confirmed in
humans and it was called 83-AR5’7. The three B-AR subtypes
belong to the G-protein coupled receptors superfamily
(GPCRs)®. The ,- and B,-ARs are located mainly in heart”™
and Iungsm’12 respectively. The discovery of selective molecules
that target both receptors started the modern treatment of
hypertensionla'14 and asthma®. On the other hand, R3-AR has a
wide tissue distribution, being present in adipose tissue™,
heart”, detrusor musclels, bladderlg, prostatezo, gut21,
uteruszz, pancreas23 and brain®®. Therefore, nowadays the
5-AR is considered an emergent drug target for the treatment
of several pathologies such as type 2 diabetes, obesity,
cachexia, metabolic syndrome, heart failure, anxiety and
depressive disorders, preterm labor, overactive bladder,
control colon motility, and used as coadjuvants in colon cancer
therapyze. Agonists, and antagonist have been proved to be

useful in many in vivo assayszng, but very little is known about
R5-AR inverse agonistszg. So B3-ARs are of great interest for
medicinal chemists because their recent identification in
several tissues will have significant implications in drug
development.

2) STRUCTURAL FEATURES OF THE R;-ADRENERGIC
RECEPTOR.

The Rj3-adrenoceptor is a GPCRs characterized by seven-
transmembrane domains of 22-28 amino acids, with three intra
and three extracellular Ioopsso. General properties of ;-, B,-
and R;-adrenergic receptors are listed in table 1. The
transmembrane domains (TM) TM3, 4, 5, 6 and disulphide
bond between Cys110-Cys189, in the second and third loops
respectively, are indispensable for ligand recognition and
biological activity of the receptor. While TM2 and 7 modulate
Gs activation’. A residue of Cys361 in the C-terminus tail is
palmitoylated (Figure 1). This structural feature in B3-AR
induces adenylyl cyclase stimulation when agonists bound to
the receptoral.
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Table 1.
B31-AR Ba-AR Bz-AR
Aminoacids, n 477 413 408

Introns, n _— 2
Phosphorylation by

PKA and B-ARK Yes Yes Ne
Endogenous agonist Noradrenaline Adrenaline Moradrenaline
CGP 207124, SR 592304, DP)
Selective antagonist atenolol, ICI 118551 904, L-748,328,
metoprolol L-748,337
G protein Gs Gs Gs, Gi
Adenylyl
Effector Adenylyl Adenylyl cyclase, NO
cyclase cyclase
synthase

Lungs (mainly), Adipose tissue,
heart, adipose heart, bladder,
tissue, bladder,  gut, uterus,

uterus pancreas, brain

Heart (mainly),
adipose tissue,
kidney

Tisgue distribution

Properties of the three human B-AR subtypes (data from Perrone et ul.ao)

The B;-Adrenoceptor differs from classical B;- and B,-ARs
in its down-regulation properties: it lacks PKA
phosphorylation sites and has fewer threonine and serine
amino acids in the C-terminus tail. Whether or not if this
receptor undergoes long-term desensitization remains an
open question, but this peculiarity may be useful when
developing drugs for type 2 diabetes or obesity for
example, because of the persistent effect to activate the
receptoraz’”.

A.
N-glycosylation sites

Palmitoylation sites

mZADwEImMT

Intracellular ’_‘

Polymorphism W43R

Figure 1.

The B3-AR in almost all tissues is coupled to a Gs protein
and its stimulation raises the intracellular production of
cAMP by activation of adenylyl cyclases. In adipocytes B;-
AR is coupled both, Gs and Gi proteins. In the first case, the
activation leads to a signaling pathway which ends in
thermogenesis. In the latter case, Gi protein cascade
reactions end in IiponsissS. In other cells such as
cardiomyocytes B3-AR is not coupled to Gs protein, but to
Gi protein leading to the activation of constitutively
expressed eNOS with a final negative inotropic effect™®?.
In blood vessels B3;-AR mediates relaxation through
activation of a NO synthase pathway and a subsequent
increase in intracellular cGMP?* ™.

3) THE B3-AR AS A THERAPEUTIC TARGET.

Unlike B- and R,-AR, B3-Adrenoceptor is present in a wide
range of tissues (see introduction), where it is involved in a
variety of pathophysiological processes. Accordingly, 85-AR
ligands constitute potential drugs useful to treat several
diseases™. A list of potential therapeutic indications of 8-
AR ligands are given in Table 2.

A. Primary structure of the human B3-AR. The disulphide bond essential for activity, Cys110 to Cys189, is represented by S—-S. Palmitoylation sites have shown to
mediate the adenylyl cyclase stimulation by agonist-bound receptorzs. B. B3-AR viewed from the outside of the cell: proposed interactions in the ligand binding
region. Noradrenaline is shown surrounded by several of the amino acids involved in agonist binding“.
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Localization
Adipose tissue

Heart

Brain (Hippocampus,
hypothalamus, amygdala
and cerebral cortex)

Myometrium

Urinary bladder

Cardiac diseases’

Table 2.

Potential indication
Type 2 diabetes, cachexia,

metabolic syndrome, obesity
2021

Anxiety and depressive
disorders 4

Preterm labour*

Overactive bladder [DAB)*“"

SO Bsoeiedad
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ile

CHI de C

Type of drug

Agonist, antagonist, inverse agonist

Agonist, Antagonist, Inverse agonist

Agonist (amibegron, discontinued

after phase 1)

Agonist

Agonist (Mirabegron, approved OAB,
2012°%; solabegren, phase 1)

Modulation of colonic motility™-

agonist (sclabegron, phase 1™, 1B5),

Gut ., Iritable Bowel Syndrome antagonist, inverse agonist
(185)°2%%, colon cancer™® gonist, &
Blood Vessels Hypertension®’, coronal .
P! =8 i Agonist
{endothelium) bypass® |
i |
Liver and porta Portal hypertension® Agonist

circulation

Possible clinical use of B3-AR agents.

There are several in vivo assays that show the efficacy of
5-AR ligands to treat such pathologies. For example, Bs-
AR agonists produce weight loss in obese animals without
decreasing food intake®*®2. 3-AR agonists also seem to
exert potent anti-diabetic effects in rodent models of type
2 diabetes®®. Chronic treatment reduces hyperglycemia,
hyperinsulinemia and hyperlipidemia in the animals®®. In
brain, the B3-AR agonist SR 58611A (amibegron) possess an
antidepressant profile in rodentses, without present side
effects such as tachycardia or alteration of locomotor
activity42’66. Phase Il clinical trials on SR58611A for the

of have been

treatment
terminated®’. In failing hearts the situation depends on the
stage of the disease’%. B3-AR agonist should serve in the
early stage because of stimulation of B3-AR inhibits cardiac
contractility, this counteract the high plasma levels of
catecholamine. But in the late phase, highly selective
antagonists/inverse agonists should be useful to improve

anxiety and depression

the reduction of cardiac contractility28’69'7°.

4) B3-ADRENOCEPTOR LIGANDS.

B3-AR agonists include molecules of the type of
phenylethanolamines such as (R,R)-[4-[2-[[2-(3-
chlorophenyl)-2-hydroxyethyllamino]propyl]phenoxy]
acetic acid (BRL 37344), GW-427353 (solabegron), SR
58611A (Amibegron)®, and YM 178 (Mirabegron)*. While
antagonists include molecules of the type of
aryloxypropanolamines, such as SR 59230A, L-748337 and
CGP-20712A (Figure 2). However, R3-AR is blocked by
classical B-AR antagonists (such as propranolol) but with
much lower afﬁnity71.

Unlike B,- and B,-AR, few B;-AR inverse agonists have
been reported. Among them we found CGP20712A76, SP-
le, SP-1g30, IC111855"7 (Figure 3). This compounds display
the phenylethanolamine or aryloxypropanolamine nucleus
also. Unfortunately, up-to-date clinical studies with inverse
agonist of the B,- and R3-AR are not available yet34.

Figure 2.
B3-AR AGONISTS
OH
oH |, OH |, OH |, O H
i Q/I\,N,!(D,()vcooa Ny O COOH \/\O Us
i [ :] H f>"NHz
N N
0" CooH H
cl a
¢l SR 58611A
::;L 3?’22;4:-:4 " (amibegron) GW-427353 (solabegron) ¥YM 178 (mirabegron)
3 = n i
KiB‘ =1120 nM KiBz = 8.5 nM ECs0B3 = 5 nM Ki; = 2.5 nM
Kiﬁ? 1750 nM KiB, =6.3 nM KiB; =1585 nM KiB; = 977 nM
' KiB, =4.5 nM KiBy =398 nM Kif, = 383 nM
B3-AR ANTAGONISTS ENDOGENOUS LIGANDS
OH OH
OH
0OH H H H
H o N HO N,
D\JIJ\’NT CLO;,/'\,N:,(Q \/'\.z \/\©\ 0,0 :@)\J R
+5
N HO
SR 59230/ R
Prapranalol :?;3 !iz:ng\nn L-748328 L-748337 Norepinephrine Epinephrine
KdBs = 117 nM KiB, = 7.2 nM R = 50;NH; R = CHzNHCOCH; R=H R = CH-
KdB; = 0.8 nM o= KiB; = 3.7nM  KiB; = 4 nM N g
KdB, = 6.9 nM Kiy = 7.5 nM KiB, =99 0M  KIB, = 204 nM KiBs=soum  KiBs=101ult
K!Bz = 46?” u K_'Bz 0 ”M KiB; = 26400nM  KiB; = 735 nM
1By = n 1By = n KiBy = 3570 nM  KiB; = 3970 nM

Structures of representative R3-AR ligands (Ki, Kd and ECs, values from references
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Figure 3.

[ OH ¢
HN )

OH 3 J\/@/'\-« \L o
O\J\F*‘\/ He ] N
| SLRA G

Sl/\, C’!\CODH

ICT 11855 CGP 20712 SP-1e
1A = -30% A = -20% 1A = - £4%
NN
FaC
oH
l/*:;-/_..:*vh =
S 0/-_
RTCOOH
SP-1g
IA = - 73%

R3-Inverse agonists. Inverse agonist activities (IA) were calculated as %
reduction of the basal adenylyl cyclase activityso’m.

5) LIGAND-B3-AR STEREOSPECIFIC INTERACTIONS AND
3D-QSAR-BASED PHARMACOPHORE MODEL.

More than two hundred molecules have been synthesized
searching R3-AR affinity and selectivity. All of them contain
the ethanolamine chain. A structure-activity relationship of
important features in phenylethanolamine pharmacophore
for B3-AR affinity is summarized in Figure 4. The presence
of a bulky N-alkyl group is beneficial for 85-AR activity. This
has focused the efforts in the synthesis of compounds with
a diverse variety of N-alkyl substitutions. Few changes have
been explored in the benzene ring.

Despite the crystal structure of the R3-AR has not been
obtained yet, computer modeling studies have defined an
image of the R;-AR ligand-binding site”®. Moreover, we
have analyzed 244 reported compounds with significant
R3-AR activitygo'90 and created a CoMFA model (Figure 5)
that have allowed us to propose a ligand-based
pharmacophore for R3;-AR (Figure 6). Our results are
concordant with other similar studies made with fewer

activity, while the yellow contour indicates where a small
group favors activity. In the electrostatic field (Figure 4B),
the blue contour indicates where positive charge favors
activity, while a red contour indicates where negative
charge favors activity.

Figure 5.

pECs0=9.25 5:

CoMFA contour maps depicted around N-(3-((R)-1-hydroxy-2-(((R)-1-(7-
methoxy-1H-indol-2-yl) propan-2-yl) amino) ethyl) phenyl) thiophene-2-
sulfonamide (pECs = 9.25), a representative molecule of the study. A.
Steric contour maps. B. Electronic contour maps.

The information provided by these results show that bulky groups in the
benzene moiety or the replacement of this by larger rings such as
benzimidazole or indole will increase activity. These modifications have
not been extensively investigated. Most of reported compounds maintain
the benzene ring or include some few substitutions. 3D-QSAR studies of
other authors suggest that the B3-AR has a bigger hydrophobic pocket in
this region than B;- and BZ-ARQZ, so increasing the volume of the molecule
in this part should be beneficial for 85-AR selectivity too. On the other
hand, the electrostatic contour maps show blue and red polyhedrons
around benzene ring. This is interesting because it allows both
electropositive and electronegative groups in the aryl nucleus of the
phenylethanolamine portion. The efficacy of the substitution will depend
on the orientation of this.

91 ideri -activi i i
compounds™. Considering the §tructure activity relatl.onshlps. mad.e on
phenylethanolamine/aryloxypropanolamine series (Figure
4) and our CoMFA model (Figure 5) as well as other
Figure 4. reported 3D-QSAR studies mentioned above, we propose
the following ligand-based pharmacophore for the design
Argmatic ring involved in Invelved in H-bending One or two alkyl substituents required A . . A
van der Waals interaction. to receptor binding site. | Larger substituents increase selectivity for B-receptors. and synthesis of a novel series of §5-AR ligands (Figure 6).
| The larger the substituent is, the greater the B,-AR selectivity is.
Can be modified with l | Ragroups should be large to increase B,-AR selectivity and
o.:.1e' H-’hclr'dlrg groups, OH ’-' have to bear polar andfor ionizable functionalities including
orreplaced by M, €.~ meta ] ureas, acylamides, sulfonamices and sulfonic, phosghanic and
HO NHR; carboxylic groups. imi H H
it o bonding e HU R e ety for selectivty Thg ber.12|m|da.Z(_)le nucle_us |§3 a useful scaffold widely
Ko receptor binding site, <. \ ) X utilized in medicinal chemistry™. It was chosen to connect
pacially to B-receptors. HO Invalved in ignic bonding to receptor binding site

with the ethanolamine motif because it matches the
pharmacophoric features shown in Figure 6, providing the
possibility of multiple functionalization with electron donor
or acceptor groups. It allows generating bulky areas in both

(R)-Enantiomer more active .nan
{5)-Enantiomer in the arylethanolamine series,
Vice versa in the aryloxypropanolamine series,

huhsntunm lowers activity.

Structure-activity relationships: important 83-AR binding groups“.
The results of a COMFA can be seen as vivid contour maps

around a compound. In the steric field (Figure 4A), the
green contour indicates where a bulky group favors
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sides of the molecule as well, which should be beneficial
for activity. Benzimidazole is a bioisostere of indole, so the
use of the former in the right-hand side (RHS) is an
interesting replacement to explore. Finally, we have

35



SO [Soeiedad
FAR | deFarmacologia

CHI de Chile

expertise with the heterocyclic chemistry of this ring as is

Ethanolamine chain
(essential for activity)

Electropositive or
electronegative
groups

Bulky aromatic
Ring: substituted
benzene or
pyridine, indole,
benzimidazole,
among others

Aryl linker: no more
than 2 atoms.

Figure 6.

o

N-alkylated chain:
verlahle length, usually 2 50 6 C.

stated in the literature® %,
B.
Hydrophobic and/or
acidic R-groups
Ry =
W A I;\I OH
Cyclic portion: N N(\-/)’YN
Most times F:{ " e N
aromatic. 2 R{ .]_

Left-hand side (LHS)

~
Right-hand side (RHS)

A. Structural pharmacophore for B3-AR. B. General structure of target compounds.
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CYCLOALKYLTHIOPHENYLISOPROPYLAMINE DERIVATIVES ARE BETTER MONOAMINE OXIDASE
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ABSTRACT

(%)-2-(4-Pentyl- and hexylthiophenyl)-2-aminopropane and their corresponding cyclopentylthio and cyclohexylthio analogues were synthesized and
evaluated as monoamine oxidase A and B inhibitors. The cycloalkyl compounds are almost three times more potent at MAO-A than their open chain
counterparts. This result is discussed on the basis of their binding modes as evaluated in docking studies.
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1) INTRODUCTION

Monoamine oxidase (MAO, E.C. 1.4.3.4) is a key enzyme in the
inactivation of neurotransmitter monoamines. Inhibitors of the
two isoforms, MAO-A and -B, are used in the treatment of
depression and Parkinson’s disease, respectively (1). More than
a decade ago we showed that (t)-4-methylthioamphetamine
(MTA) is a potent, selective and reversible inhibitor of rat
MAO-A, while its S-ethyl (ETA) and S-isopropy! (ITA) analogues,
respectively, are slightly more and less potent (2). More
recently, in the (S)(+)-4-alkylthiophenylisopropylamine series,
ETA was again found to be the most potent compound vs. the
rat enzyme, followed closely by the propylthio, methylthio
(MTA) and butylthio analogues, in that order. However, the K;
values of these substances vs. human MAO-A decrease almost
linearly from (S)-MTA to (S)-4-butylthioamphetamine. Docking
studies indicated that, in the human MAO-A binding site, all
four compounds bind with the alkylthio group fitting into the
“aromatic cage” formed by the flavin cofactor’s isoalloxazine
ring and two tyrosine residues, while in rat MAO-A this

orientation is only adopted by (S)-MTA and —ETA, with the
higher homologues pointing the 4-substituent away from this
region and towards the hydrophobic channel near the entrance
to the binding site. Nonetheless, regardless of the orientation
in either enzyme, the longer alkyl chains seem to prefer a more
or less folded conformation (3). Furthermore, considering that
even the fairly short butyl group of (+)-4-
butylthioamphetamine appears to be coiled when the
molecule is docked into the binding site of both human and rat
MAO-A, it seems reasonable to propose that this is also true of
longer substituents, and that the interaction of cycloalkyl
analogues with the enzymes might be favoured by their more
appropriate length and by the entropic advantage conferred by
their “precoiled” conformations. To test this hypothesis we
have now synthesized the (t)-4-alkylthiophenylisopropylamine
homologues with pentylthio and hexylthio substituents, and
compared them with the corresponding cyclopentylthio and
cyclohexylthio analogues.
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2) MATERIALS AND METHODS.

2.1) Chemistry:

All reagents and solvents were commercially available
and were used without further purification. The
phenylisopropylamines (1-4) were synthesized following
standard published methods (4,5), which involved the
condensation of appropriately substituted aromatic
aldehydes with nitroethane, the subsequent reduction of
the corresponding nitrostyrenes with LiAIH, and the final
preparation of the amine hydrochloride. Melting points
are uncorrected and were determined with a Reichert
Galen 1l hot plate microscope. 'H NMR spectra were
recorded using a Bruker AMX 400 spectrometer at 400
MHz. Chemical shifts are reported relative to TMS (8 =
0.00) or HDO (8 = 4.79) and coupling constants (J) are
given in Hz. The elemental analyses for C, H, N and S
were performed on a CE Instruments (model EA 1108)
analyzer. Purity of compounds was also assessed by
HPLC.

General procedure for the preparation of 1-(4-alkyl- or
cycloalkylthiophenyl)-2-aminopropane hydrochlorides

LiAlH, (10 mmol) was suspended in dry THF (60 ml) with
good stirring. Then, the corresponding nitrostyrene (1
mmol) dissolved in THF (30 ml) was added dropwise. The
reaction mixture was refluxed and stirred for 3 days. After
cooling to room temperature, excess hydride was
destroyed by dropwise addition of water and then NaOH
(15%; 3:1 in relation to the hydride). The mixture was
filtered to remove the insoluble salts, dried with Na,SO,
and the solvent evaporated under reduced pressure. In all
cases the amine was obtained as an oil that was purified by
distillation using a Kugelrohr device. The product was
taken up into a minimal quantity (3 ml) of 2-propanol and
converted to the hydrochloride by adding concentrated
HCI (4-5 drops). The solution was diluted with anhydrous
ether, which resulted in the formation of white crystals.

1-(4-Pentylthiophenyl)-2-aminopropane hydrochloride (1).
mp 109.2-111.3 oC. *H NMR (DMSO-d¢) & 7.24 (d, 2H, J =
8.1 Hz, ArH), 7.14 (d, 2H, J = 8.1 Hz, ArH), 3.30 (m, 1H,
ArCH,CH(CH3)NH,®), 289 (t, 3H, J = 73 Hz
CH3CH,CH,CH,CH,S, ArCH,), 2.59 (dd, 1H, J, = 8.8 Hz , J,
= 13.4 Hz, ArCH), 1.52 (m, 2H, CH;CH,CH,CH,CH,S), 1.27
(m, 4H, CH3CH,CH,CH,CH,S), 1.06 (d, 3H, J = 6.3 Hz,
ArCH,CH(CH3)NH,"), 0.81 (t, 3H, CH3CH,CH,CH,CH,S).
Anal. calcd for Cq4H,4CINS-H,0: C, 57.61; H, 8.98; N,4.80;
S, 10.99. Found C, 57.44; H, 9.52; N, 4.99; S, 11.92.

1-(4-Hexylthiophenyl)-2-aminopropane hydrochloride (2).
mp 115.3-116.5 2C. 'H NMR (DMSO-d¢) & 7.23 (d, 2H, J =
8.1 Hz, ArH), 7.14 (d, 2H, J = 8.1 Hz, ArH), 3.30 (m, 1H,
ArCH,CH(CH3)NH,"), 2.89 (t, 3H, J = 7.1 Hz
CH3CH,CH,CH,CH,CH,S, ArCH,), 2.59 (dd, 1H, J, = 8.8 Hz,
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J, =13.4 Hz, ArCH), 1.51 (m, 2H, CH3CH,CH,CH,CH,CH,S),
1.33 (m, 2H, CH3CH,CH,CH,CH,CH,S), 1.21 (m, 4H,
CH3CH,CH,CH,CH,CH,S), 1.05 (d, 3H, J = 6.3 Hz
ArCH,CH(CH3)NH,"), 081 (t, 3H, J = 7.1 Hz
CH3CH,CH,CH,CH,CH,S). Anal. calcd for C;5H,5CINS-H,0:
C, 58.89; H, 9.23; N, 4.58; S, 10.48. Found C, 59.34; H,
10.08; N, 4.88; S, 12.05.

1-(4-Cyclopentylthiophenyl)-2-aminopropane hydrochloride
(3). mp 174.5-176.0 2C. *H NMR (DMSO-d) & 7.26 (d, 2H, J
= 7.6 Hz, ArH), 7.14 (d, 2H, J = 7.8 Hz, ArH), 3.63 (m, 1H,
ArCH,CH(CH;3)NH;"Cl'), 3.32 (m, 1H, ArSCH [CH,],), 2.91
(dd, J; = 5.3 Hz, J, = 13.4 Hz, 1H, ArCH), 2.60 (dd, 1H, J =
8.8 Hz, J = 13.4 Hz, ArCH), 1.97 (m, 2H, cyclopentyl CH,),
1.65 (m, 2H, cyclopentyl CH,), 1.54 (m, 2H, cyclopentyl
CH,), 1.44 (m, 2H, cyclopentyl CH,), 1.05 (d, 3H, J = 6.6 Hz,
ArCH,CH(CH3)NH,"). Anal. calcd for Cy4H,,CINS-H,0: C,
58.01; H, 8.35; N, 4.83; S, 11.06. Found C, 59.51; H, 9.05; N,
5.15; S, 13.17.

1-(4-Cyclohexylthiophenyl)-2-aminopropane hydrochloride
(4). mp 146.7-147.9 °C. "H NMR (DMSO-dg) 6 7.29 (d, 2H, J
= 7.6 Hz, ArH), 7.15 (d, 2H, J = 7.8 Hz, ArH), 3.34 (m, 1H,
ArCH,CH(CH3)NH,"), 3.18 (m, 1H, SCH-[CH,]5), 2.91 (dd, J;
= 5.3 Hz, J, = 13.4 Hz, 1H, ArCH), 2.61 (dd, 1H, J; = 8.6 Hz,
J, =13.1 Hz, ArCH), 1.85 (m, 2H, cyclohexyl CH,), 1.64 (m,
2H, cyclohexyl CH,), 1.52 (m, 1H, cyclohexyl), 1.25 (m, 5H,
cyclohexyl), 1.06 (d, 3H, J = 6.6 Hz, ArCH,CH(CH3)NH,").
Anal. calcd for C45H,,CINS-2H,0: C, 55.97; H, 8.77; N, 4.35;
S, 9.96. Found C, 56.85; H, 8.85; N, 4.85; S, 11.66.

2.2) Biochemistry:

All experimental procedures were approved by the Ethics
Committee of the University of Santiago de Chile and the
Science Council (FONDECYT) of Chile and followed
internationally accepted guidelines (NIH Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals).

The effects of the compounds on rat MAO-A or MAO-B
activities were studied following previously reported
methodologies (2), using a crude rat brain mitochondrial
suspension as a source of enzyme. Serotonin (100 uM) and
4-dimethylaminophenylethylamine (5 pM) were used as
selective substrates for MAO-A and -B, respectively, and
these compounds and their metabolites were detected by
HPLC with electrochemical detection as described
previously (2). ICso values (mean = SD from at least two
independent experiments, each in triplicate) were
determined using Prism Graph Pad software, from plots of
inhibition percentages (calculated in relation to a sample of
the enzyme treated under the same conditions without
inhibitors) vs. -log inhibitor concentration. K; were
calculated from the ICsy values using the Cheng-Prusoff
equation: K; = I1C5o / (1 + [S]/ Km) (6), assuming that the
inhibition was competitive, as has been shown for related
phenylisopropylamine derivatives (3,7).
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2.3) Molecular Simulation:

The crystallographic data of rMAO-A (PDB: 105W) were
used for all calculations. The Autodock 3.05 suite [10] was
then used to perform the docking simulations and
conditions were as previously reported (3). Although both
enantiomers of the compounds were studied, in all cases
the results obtained for the (S)-isomers were used for the
analysis.

3) RESULTS AND DISCUSSION

Table 1 summarizes the effects of compounds 1-4 on both
rat enzyme isoforms. Following the generally observed
tendency for other 4-alkylthiophenylisopropylamine
derivatives (2,9), all four compounds exhibited selective
MAO-A inhibitory properties with K; values in the low
micromolar to submicromolar range. In pairs 1-2 and 3-4,
extension of the alkylthio chain by just one methylene
group results in a seven-fold decrease of the inhibitory
activity, confirming that the enzyme’s active site does not
tolerate unduly long substituents at the para position of
the ligand’s aromatic ring. This observation agrees with
previous reports indicating than the maximum inhibitory
potency towards rat MAO-A was attained with an alkylthio
chain containing two carbon atoms (2,3).

Table 1.
NH,
Compound R Ki [un]
MAO-A MAO-B
1 CH3(CH3)a- 0.52 £0.04 14505
2 CH3(CH;)s- 3474041 11.0+09
3 Cyclopentyl- 0.19 £ 0.02 17.0z04
4 Cyclohexyl- 1.24 £0.09 13.0£0.6

Inhibition constants of 4-alkylthiophenylisopropylamine derivatives vs. rat
MAO-A and -B.

As proposed in our hypotheses, the cyclization of the
pentyl- and hexylthio substituents caused an increase in
the inhibitory potency vs. rat MAO-A. Molecular modelling
of the environment surrounding the binding poses of 1 and
3 into the active site of MAO-A (Figure 1) suggests that
both compounds orient their benzene ring to establish it
interactions with the aromatic ring of Phe208 and form a
hydrogen bond between their amino group and the Cys323
residue. The amino group points away from the flavin ring,
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and both the pentyl and the cyclopentyl groups occupy a
similar region in the enzyme’s active site, close to the
aromatic cage, with the pentyl group showing a strongly
coiled conformation.

As can be seen in Figure 1, the phenylisopropylamine
benzene rings do not reside in exactly the same position
since the aromatic ring of 3 is closer by approximately 1A
to Phe208. This residue has been shown to be particularly
relevant to interactions with different families of MAO
inhibitors (10-12). Therefore the almost threefold potency
increase observed for compound 3 as compared to 1 may
be attributed to a lower entropic expenditure upon binding
to the MAO active site, and also to the more compact
structure of the substituent which allows the benzene ring
to occupy an apparently more favourable position for the
n—m interaction.

Figure 1.

{ Val210

Superimposed structures of compounds 1 (orange) and 3 (gray) docked
into the active site of rat MAO-A.

Unlike 1 and 3, compound 2, the least potent inhibitor of
this series, orients its aminoalkyl group toward the
cofactor. This orientation might be related to the large bulk
of the hexylthio group, which could prevent it from
approaching the aromatic cage. It is noteworthy that the
same change in orientation occurs upon going from the
more potent methyl- and ethylthio- to the propyl- and
butylthio analogues (3). On the contrary, in 4 the
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aminoalkyl group once more faces the entrance of the
active site cavity, also forming a hydrogen bond with
Cys323. Comparing the docking poses of 2 and 4 (Figure 2),
the aromatic ring of the former is about 4A closer to the
isoalloxazine ring than that of the latter, causing it to lose
the important interaction with Phe 208. Given the different
binding orientations of these two analogues, we cannot
insist on the importance of “precoiling” from the entropic
standpoint, but the cyclohexyl group clearly allows more
favourable interactions with the enzyme than the linear
substituent, which may explain the almost threefold
difference in potency of 2 and 4.

Figure 2.

Val210

Superimposed structures of compounds 2 (purple) and 4 (black) docked
into the active site of rat MAO-A.

4) CONCLUSION

In summary, the precoiled substituent conformations of 4-
alkylthioamphetamine derivatives are favoured over their
linear counterparts not only because of the lesser entropic
penalty for them to adopt an appropriate binding
orientation, but also because they allow optimal binding
modes required for effective interaction with the active
site of the enzyme.
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EDITORIAL XXXVIII CONGRESO ANUAL SOCIEDAD DE FARMACOLOGIA DE CHILE

Estimados Socios, Invitados y Participantes

A nombre de la Directiva de la Sociedad de Farmacologia de Chile (SOFARCHI), les doy la bienvenida a nuestro
XXXVIII Congreso Anual de la Sociedad de Farmacologia de Chile, que en esta oportunidad se desarrolla en el Hotel
Enjoy de la Isla, en la hermosa ciudad de Castro, Chiloé. Cabe sefialar, que esta es la primera vez que nuestra
sociedad u otra sociedad cientifica basica, realiza un congreso en este lugar. Estamos seguros que la belleza de la
ciudad de Castro y sus alrededores dard el marco propicio para disfrutar de esta gran reunion.

El programa cientifico de nuestro congreso ha sido desarrollado con la colaboracién de muchos de nuestros socios,
los que han apoyado permanentemente la realizacidon de este congreso. Para todos ellos, que con sus proyectos de
investigacion han permitido la venida a Chile de conferencistas y simposistas de primer nivel, va nuestro
agradecimiento, por su enorme colaboracion y generosidad con nuestra sociedad.

El XXXVIII Congreso Anual de la Sociedad de Farmacologia de Chile, comprende la realizacion de 6 conferencias
plenarias (4 internacionales y 2 nacionales), 9 simposios en los que exponen 29 simposistas, 11 comunicaciones
orales, de las cuales 9 corresponden a incorporaciones de jovenes farmacdlogos a la SOFARCHI y 161
comunicaciones en paneles. Ademas, entre los inscritos se encuentran 34 académicos lideres de grupos de
investigacién en Chile y el extranjero, sumando en total 240 participantes. Este es sin duda, el congreso mas exitoso
organizado por nuestra sociedad en los ultimos afios.

En esta ocasién contamos nuevamente con el valioso patrocinio y auspicio de 6 empresas nacionales dedicadas al
area de insumos de laboratorio. Les agradecemos sinceramente el apoyo constante brindado a través de estos afios.

Como presidente de la SOFARCHI quiero agradecer a toda la directiva su incondicional apoyo a mi gestion y muy en
especial a la Dra. Viviana Noriega, la Dra. Georgina M. Renard y la Sra. Claudia Arce. Sin vuestro apoyo y gran calidad
profesional, no habria sido posible realizar la gestién de esta presidencia de la forma que nos propusimos.

Espero que disfruten las actividades académicas y sociales que hemos preparado para ustedes y que este congreso
sea una oportunidad para conocer los nuevos avances cientificos obtenidos tanto en nuestro pais como en aquellos
que nos visitan en la voz de sus participantes. Tomemos este encuentro para establecer futuras colaboraciones y
fortalecer las ya existentes, desde este lugar al Sur de Chile, en medio de los paisajes mas hermosos del fin del
mundo.

Dr. Ramén Sotomayor-Zarate
Presidente SOFARCHI (2015-2016)
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CONFERENCIAS (LECTURES)

CONFERENCIA INAUGURAL

OPTOFARMACOLOGIA: ILUMINANDO LOS RECEPTORES
ACOPLADOS A PROTEINA G EN EL CEREBRO. Optopharmacology:
lighting up G protein-coupled receptors in the brain.

Ciruela, F.

Unitat de Farmacologia, Departament Patologia i Terapéutica
Experimental, Facultat de Medicina, IDIBELL, Universitat de
Barcelona, Spain.

Optogenetic approaches are viewed as very promising approaches
to tackle physiological processes, and eventually for space and
time-controlled therapeutic interventions. However, the need for
transgenes has limited the development of these approaches. An
alternative is based on optopharmacology, which consists of using
photoactivable drugs, which can generate specific biological
responses upon irradiation with light. Thus, this defines a
temporal and spatial control of ligand effects on the receptor,
which can be translated to cellular proteins and ultimately to the
local regulation of activity in vivo. We have developed several
photochromic G protein-coupled receptor ligands, either
photoisomerizable or photocaged compounds, which allow
receptor photocontrol both in vitro and in vivo. For instance, we
engineer a photoisomerizable and non-selective adenosine
receptor agonist which in the dark (relaxed isomer) behaved as a
partial adenosine A2A receptor agonist while upon irradiation (i.e.
460 nm) it became an A2AR antagonist (1). Hence, we developed a
new light-switchable adenosine receptor ligand that changes its
intrinsic activity upon irradiation. Also, some photoswitchable
negative allosteric modulators (NAM) of metabotropic glutamate
receptor subtype 5 (mGlu5) were developed and its effective
translation into in vivo receptor photoswitching was attempted
(i.e. antinociceptive effect in mice) (2). However, since
photoisomerizable drugs show activity in dark conditions (i.e. cis-
on) we implemented a caging strategy to generate photochromic
compounds without activity in dark. Accordingly, we developed a
caged mGIu5 receptor NAM, based on the chemical
transformation of raseglurant, which was shown to induce light-
dependent analgesia in mice models of inflammatory and
neuropathic pain (3). Importantly, the ability to resolve analgesia
with a high time and space resolution confers to this work a high
significance and novelty for further development of new
photochromic drugs acting at different levels of the pain neuraxis.
In addition, the technical solutions developed are conceptually
simple and can be easily extended to other molecules, receptor
families and brain areas.

Area de la Farmacologia: Tecnologia farmacoldgica, farmacologia
molecular, neurofarmacologia

Direccion de Correo: fciruela@ub.edu

Agradecimientos: This work was supported by MINECO/ISC IlI
(SAF2014-55700-P, PCIN-2013-019-C03-03 and PIE14/00034), IWT
(SBO-140028) and Fundacié la Maraté de TV3 (Grant 20152031) to
FC.
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CONFERENCIA  SAFE (SOCIEDAD ARGENTINA DE
FARMACOLOGIA EXPERIMENTAL)

IMPACTO CLINICO DE LA RELACION ENTRE LA INDUSTRIA
FARMACEUTICA Y LA FARMACOLOGIA ACADEMICA EN EL
DESARROLLO DE FARMACOS SUSTENTABLES. Clinical impact of
the relationship between Pharmaceutical Industry and sustainable
drug development.

Simonovich, V.A.

Seccién Farmacologia Clinica. Servicio de Clinica Médica. Hospital
Italiano de Buenos Aires, Buenos Aires, Argentina.

La relacién entre la industria farmacéutica y la academia siempre
ha sido vista como una relacion compleja, donde los conflictos de
intereses parecen siempre estar interfiriendo. En esta conferencia
veremos como se desarrolla un farmaco de manera moderna, los
diferentes conflictos de intereses de ambos lados y las causas de
su eficiencia e ineficiencia, y como se puede construir un modelo
sustentable para ello, contemplando las necesidades de la salud
publica.

Area de la Farmacologia: Farmacologia Clinica
Direccion de Correo: ventura.simonovich@hospitalitaliano.org.ar
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CONFERENCIA NACIONAL

INTERACCION DE LOS POLIFENOLES DIETARIOS CON LA
MICROBIOTA INTESTINAL: IMPLICACION SOBRE LA SALUD.
Interaction of dietary polyphenols with the intestinal microbiota:
Implication for human health.

Gotteland, M.; Cires, M.J.
Dpto. de Nutricién, Fac. de Medicina, Univ. de Chile

Los polifenoles (PFs) dietarios son no-nutrientes beneficiosos para
la salud que se encuentran principalmente en frutas y bebidas
como vino, té, café, chocolate y cerveza. En estos alimentos, se
encuentran generalmente conjugados a uno o varios residuos de
azlcar, aminas, acidos carboxilicos u orgdnicos, lipidos, fibras
dietarias o a otro compuesto fendlico. Si bien no existen aportes
dietarios recomendados para estos compuestos, se estima que su
consumo es aproximadamente de 1 g/d. Los PFs en su mayoria
(>80%) no se absorben en el intestino sino que se acumulan en el
lumen, alcanzando finalmente el colon. Ahi son biotransformados
por la microbiota intestinal (Ml), resultando en la degradacion de
los polimeros (proantocianidinas) y en la liberacién de las formas
agliconas desde sus compuestos conjugados iniciales. Luego las
agliconas son metabolizadas por las bacterias mediante fisién de
los anillos aromaticos, a- o p-oxidacion, deshidrogenacion,
deshidroxilaciéon y desmetilaciéon. Estos eventos generan una
mezcla de metabolitos mas simples tales como &cidos organicos
aromaticos, catecol, y-valerolactonas, equol, enterolactona, etc.,
que pueden actuar localmente sobre el epitelio colénico o ser
absorbidos y ejercer efectos sistémicos. Por otra parte los PFs
pueden actuar como prebidticos al modular la composicidn de la
MI, favoreciendo el crecimiento de bacterias beneficiosas
(Lactobacillus, Bifidobacterium, bacterias productores de
butirato). Mediante este efecto, también modulan la produccion
de acidos grasos volatiles y esteroles secundarios, y disminuyen la
produccién de metabolitos bacterianos de las proteinas nocivos
para la salud (H2S, p-cresol, NH3, fenol, indol, escatol, etc).

Area de la Farmacologia: Farmacologia de Productos Naturales
Direccién de Correo: mgottela@med.uchile.cl
Agradecimientos: Fondecyt 112-0290
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CONFERENCIA INTERNACIONAL

NUEVAS OPCIONES DE TRATAMIENTO PARA LA ADICCION: UNA
BATALLA CONTINUA PARA LA CURA. New Treatment Options for
Addiction: A continuous battle for cures.

Spanagel, R.

Institute of Psychopharmacology, Central Institute of Mental
Health (Zl), University of Heidelberg, Germany.

I will discuss new treatment strategies that are based on
pharmacological interventions, behavioural therapies and deep
brain stimulation to reduce craving and relapse in alcohol-
dependent patients. | will first provide a historical overview about
relapse prevention strategies. | will then review the development
of disulfiram, naltrexone, acamprosate, and nalmefene and
discuss their neurobiological modes of action. Then the concept of
convergent genomic analysis will be introduced for the discovery
of new molecular treatment targets. Finally, we | provide
convincing evidence for the use of N-methyl-D-aspartate (NMDA)
receptor channel blockers as substitution drugs. Important
conclusions of this presentation are: (i) Learning from other
addictive substances is very helpful—e.g., substitution therapies as
applied to opiate addiction for decades could also be translated to
alcoholics. (ii) The glutamate theory of alcohol addiction provides
a convincing framework for the use of NMDA receptor antagonists
as substitution drugs for alcohol-dependent patients. (iii) A
combination of behavioral and pharmacological therapies may be
the optimal approach for future treatment strategies—one
promising example concerns the pharmacological disruption of
reconsolidation processes of alcohol cue memories. (iv) Given that
many neurotransmitter systems are affected by chronic alcohol
consumption, numerous druggable targets have been identified;
consequently, a “cocktail” of different compounds will further
improve the treatment situation. (v) In silico psychopharmacology,
such as drug repurposing will yield new medications, and finally,
(vi) The whole organism has to be taken into consideration to
provide the best therapy for our patients. In summary, there is no
other field in psychiatric research that has, in recent years, yielded
so many novel, druggable targets and innovative treatment
strategies than for alcohol addiction. However, it will still be
several years before the majority of the ‘‘treatment-seeking
population” will benefit from those developments.

Area de la Farmacologia: Neuropsicofarmacologia
Direccion de Correo: rainer.spanagel@zi-mannheim.de
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MODULACION DE LA FUNCION DE LOS RECEPTORES NICOTINICOS
ALFA4BETA2. Non-agonist binding subunit interfaces and the
function of alpha4beta2 nicotinic receptors.

Bermudez, |.
Biological and Medical Sciences, Oxford Brookes University, UK.

Nicotinic receptors (nAChRs) are pentameric ligand-gated ion
channels formed from homologous subunits, of which there are
many different subtypes. In the brain, the vast majority of high-
sensitivity 3H-nicotine binding sites are due to nAChRs containing
a4 and B2 subunits. These subunits assemble into pentamers with
alternate  subunit  composition (alphadbeta2)2beta2 and
(alphadbeta2)2alpha4. These two receptors differ in sensitivity to
ACh, unitary current amplitude, selectivity for different agonists,
antagonists, and potentiation by ions or drugs. The alternate
stoichiometries are present in neurones and although they tend to
co-express, there are regions in the brain such as the striatum,
where only one stoichiometry is present. Recent studies of the
(alphadbeta2)2alphad nAChR have shown that this receptor type
functions with three agonist sites, two of these are on the
alpha4/beta2 interfaces of the receptor and are thus classical
nAChR agonist sites, whereas the other site is on the a4/a4
interface, the signature interface of this receptor type.
Pharmacological studies have shown convincingly that the site at
the alpha4/alpha4 interface accounts for the unique
pharmacology of the (alphadbeta2)2alpha4 nAChRs and studies
with chimeric receptors indicate that the extracellular N-terminal
region of the alternate alphadbeta2 nAChRs is necessary and
sufficient to define the pharmacological properties of the two
receptor types. Using concatenated forms of the alphadbeta2
nAChRs, together with mutagenesis and the substituted cysteine
scanning method, we examined how the alpha4/alpha4 and
beta2/beta2 interfaces define the signature pharmacological
properties of the alternate forms of the alphadbeta2 nAChRs. Our
findings will be discussed in terms of their potential to inspire drug
discovery programs focused on non-agonist binding subunit
interfaces.

Area de la Farmacologia: Farmacologia molecular
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CONFERENCIA DE CLAUSURA

¢QUE SABEMOS SOBRE LOS EFECTOS DE ETANOL EN
RECEPTORES INHIBITORIOS EN EL CEREBRO?. What do we know
about the effects of ethanol on inhibitory receptors in the brain?.

Aguayo, L.G.1, Mufioz, B.1, Lovinger, D.M.2, and Homanics, G.E.3

1University of Concepcion, Concepcion, Chile. 2National Institute
on Alcohol Abuse and Alcoholism, National Institutes of Health,
Bethesda, MD, USA. 3University of Pittsburgh, Pittsburgh, PA
15261, USA.

Alcohol abuse is a worldwide problem that causes major social,
medical and economic burdens. Therefore, the search for novel,
mechanistically oriented therapies is of utmost importance.
However, after more than 20 years of studying ethanol effects on
GABAAR, there is no agreement whether they are affected or not
by pharmacological concentrations. On the other hand, basic
residues in the intracellular loop of the glycine receptor (GlyR) al
subunit (316-320 and 385/386) are important for the receptor’s
sensitivity to low concentrations of ethanol (5-50 mM). The
pharmacological effects of the mutations are specific for ethanol,
since the sensitivity to neurosteroids, isoflurane, propofol and
Zn2+ are unchanged. Therefore, we generated and studied a
Knock In (KI) mouse for al GlyRs with mutations in residues
385/386 of the receptor. The KI mice had normal behavior and
most importantly did not display a hyperexcitable phenotype
demonstrating that the mutation is primarily silent. The study of
spinal and brain stem neurons with electrophysiological
techniques showed that native GlyRs were less affected by
ethanol- and GBy-mediated modulations. The data also showed
that a tonic al GlyR-mediated current in accumbal neurons, that
modulates neuronal excitability, was exclusively sensitive to
ethanol only in WT mice. Behavioral studies demonstrated that
the KI mice have higher binge drinking and conditioned place
preference indicating that GlyRs in the nAc may have a protective
role against abuse. Interestingly, the mice exhibited a reduced loss
of righting reflex (LORR) time when compared with WT. Results
from the DID protocol showed that the KI mice went into binge
drinking from day 1 of exposure, drinking three times more than
the WT mice. In conclusion, we identified important amino acids
that participate in the modulation of GIyR by ethanol. The study
opens a novel opportunity for pharmacotherapy development to
treat alcohol use disorders.

Area de la Farmacologia: Farmacologia molecular
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SIMPOSIOS (SYMPOSIA)

SIMPOSIO 1: "LA BARRERA INTESTINAL COMO UN
BLANCO FARMACOLOGICO EN EL TRATAMIENTO DE
DESORDENES SISTEMICOS"

Coordina: Dra. Marcela Julio-Pieper

MODIFICACIONES TEMPRANAS DE LA MICROBIOTA INTESTINAL Y
CONSECUENCIAS EN EL DESARROLLO DE ENFERMEDADES
METABOLICAS. Early changes in the gut microbiota and
consequences in the development of metabolic diseases.

Magne, F.

Programa de Microbiologia y Micologia, Instituto de Ciencias
Biomédicas, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

El tracto gastrointestinal esta colonizado por una comunidad
microbiana conocida como microbiota, que contiene alrededor de
100 billones de bacterias, casi 10 veces mas que el numero total
de células que forman el cuerpo humano. La microbiota intestinal
desarrolla una relacién simbidtica y mutualista con el hospedero,
coexistiendo con él en un equilibrio beneficioso que determina su
estado de salud. La microbiota participa en la nutricion del
individuo, restringe la colonizacion por patégenos y contribuye al
desarrollo y mantenimiento de la homeostasis inmune del
hospedero. Perturbaciones de la microbiota intestinal (disbiosis)
han sido observadas en diversas patologias, incluyendo
enfermedades autoinmunes y/o inflamatorias como la
enfermedad de Crohn y alergias, enfermedades metabdlicas como
la obesidad y la diabetes de tipo 2 y del sistema nervioso central
como el autismo. Las disbiosis, por lo tanto, alteran las relaciones
mutualistas e influyen negativamente en la fisiologia del
hospedero, comprometiendo su estado de salud. En el recién
nacido y el infante antes de 3 afios, la microbiota intestinal es
poco estable comparado con la de los adultos. Varios factores
tales como el tipo de parto, la alimentacion, la edad gestacional y
la administracion de antibidticos influyen en la composicion de la
microbiota intestinal, induciendo eventualmente alteraciones a
largo plazo. Estudios recientes en animales indican que estos
cambios influyen en el metabolismo del hospedero y participan
del desarrollo de las enfermedades metabdlicas.

Area de la Farmacologia: Otros
Direccion de Correo: fabienmagne@med.uchile.cl

AVANCES EN LOS MECANISMOS INMUNES DE LA MUCOSA
INTESTINAL DE LOS TRASTORNOS DIGESTIVOS FUNCIONALES:
PAPEL DE LAS ALTERACIONES EN EL EJE CEREBRO-INTESTINO.
Advances in the immune mechanisms at intestinal mucosa of
functional gastrointestinal disorders: the role of alterations of the
gut-brain axis.

Beltran, C.J.
Laboratorio  de Inmunogastroenterologia, Servicio  de

Gastroenterologia, Hospital Clinico Universidad de Chile, Santiago,
Chile.

Rev. Farmacol. Chile (2016) 9 (2)

Los Trastornos Digestivos Funcionales (TDF), forman parte del
grupo mas comun de desordenes gastrointestinales cronicos,
caracterizados por la presencia de sintomas referidos a distintos
segmentos del tubo digestivo, que no poseen alteraciones
estructurales o explicaciones bioquimicas demostrables por los
procedimientos diagndsticos disponibles. Entre sus sintomas
clinicos se incluyen el dolor abdominal, la sensacion de llenado
post-prandial, la saciedad precoz y los cambios del habito de
defecacion, siendo el Sindrome de Intestino Irritable (SIl) uno de
los TDF mas prevalentes en Chile y en el mundo. Aunque su
fisiopatologia no estd claramente definida, la presencia de un
desequilibrio en la comunicacion bidireccional en el eje cerebro-
intestino se vincula al desarrollo de los sintomas clinicos. Factores
psicosociales, tales como ansiedad y depresiéon, han sido
relacionados a alteraciones en diversas respuestas bioldgicas de
los pacientes, por lo que se les reconoce que responden a un
modelo Biopsicosocial. Una elevada activacion del eje Hipotdlamo-
Hipofisis-Suprarrenal (HHS), asi como del sistema nervioso
autéonomo (SNA), inducen cambios fisiolégicos que afectan
diversos sistemas en estos pacientes, destacandose una alteracién
de la comunicacién neuro-inmune. Entre los mecanismos
mayormente documentados se encuentran el aumento de la
activacion de los mastocitos de la mucosa intestinal en proximidad
a las terminaciones nerviosas, lo que a su vez es asociado a
cambios en la permeabilidad epitelial y al aumento de la severidad
del dolor visceral de los pacientes. Lo avances en las
investigaciones dirigidas hacia la descripcién sistémica de
mecanismos fisiopatoldgicos subyacentes a los TDF, permitiran no
solo acceder al uso de biomarcadores, sino también aproximar
futuras intervenciones terapéuticas.

Area de la Farmacologia: Otros

Direccion de Correo: cbeltran@med.uchile.cl

Agradecimientos: FONDECYT 111-21527. Servicio  de
Gastroenterologia, Hospital Clinico Universidad de Chile

MANIPULACION DE LA PERMEABILIDAD INTESTINAL Y
ACTIVACION DEL SISTEMA NERVIOSO PERIFERICO Y CENTRAL.
Manipulation of gut permeability and activation of peripheral and
central nervous system.

Julio-Pieper, M.

Grupo de NeuroGastroBioquimica, Instituto de Quimica, Facultad
de Ciencias, Pontificia Universidad Catdlica de Valparaiso

Alteraciones en la composicidn de la microbiota intestinal han sido
asociadas a diversas patologias extra-intestinales que incluyen la
obesidad, diabetes y desdrdenes alérgicos. De similar manera,
afecciones relacionadas con el sistema nervioso central y la
conducta, como la ansiedad, la depresién y la dependencia al
alcohol también se asocian a un estado de disbiosis a nivel
intestinal. Se ha verificado en pacientes y en modelos animales
que terapias dirigidas a generar cambios en el microambiente
luminal intestinal pueden traducirse en efectos observables en
drganos distantes, con la potencial participacion de uno o mas
sistemas integradores como el endocrino, inmune o nervioso. La
modificacidn transitoria o estable de la permeabilidad del epitelio
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intestinal podria ser parte de esta cadena de eventos que se inicia
en el lumen intestinal y finaliza en un blanco distante. Al respecto,
hemos utilizado un modelo animal con permeabilidad intestinal
aumentada para integrar diversos aspectos del eje microbiota-
intestino-cerebro, con un foco en los mecanismos involucrados en
la activacion directa o indirecta del sistema nervioso periférico y/o
central.

Area de la Farmacologia: Farmacologia gastrointestinal

Direccion de Correo: marcela.julio@pucv.cl
Agradecimientos: Proyecto PUCV DI 125.709/2016

SIMPOSIO 2: “NUEVAS ESTRATEGIAS FARMACOLOGICAS
EN LA PREVENCION DE LA ENFERMEDAD CORONARIA Y
SUS FACTORES DE RIESGO: DESDE EL MODELO ANIMAL AL
ENSAYO CLINICO”

Coordina: Dr. Rodrigo Castillo Pefialoza

CARDIOPROTECCION POR ALFA 2 AGONISTAS EN LA ISQUEMIA
MIOCARDICA. Alpha 2 agonists cardioprotection in myocardial
ischemia.

Ibacache, M.E.1, Riquelme, J.A.2, Westermeier, F.2, Pedrozo,
Z.2,3, Sanchez, G.3, Lavandero, S.2,3,4

1Division de Anestesiologia. Facultad Medicina, Pontificia
Universidad Catdlica de Chile, Santiago, Chile. 2Advanced Center
for Chronic Disease (ACCDIS), Facultad de Ciencias Quimicas y
Farmacéuticas & Facultad de Medicina, Universidad de Chile,
Santiago, Chile. 3Instituto de Ciencias Biomédicas (ICBM), Facultad
de Medicina, Universidad de Chile, Santiago, Chile. 4Department
of Internal Medicine (Cardiology Division), University of Texas
Southwestern Medical Center, Dallas, Texas, USA.

La patologia cardiovascular es la primera causa de muerte en Chile
y en el mundo. Las complicaciones cardiacas perioperatorias,
como la isquemia y el infarto miocardico, son las causas
predominantes de la morbimortalidad en pacientes quirurgicos.
Con el fin de disminuir la incidencia de estas complicaciones en
pacientes quirurgicos de alto riesgo cardiovascular, se recomienda
la administraciéon perioperatoria de farmacos cardioprotectores,
pero esta intervencién continda siendo controvertida. En modelos
animales, diversos farmacos han demostrado gatillar mecanismos
de cardioproteccidn, durante episodios de isquemia y reperfusion
(1/R) miocardica. Esta cardioproteccion farmacoldgica se basa en la
inhibicién de la formacion del poro de transicidon de permeabilidad
mitocondrial, a través de la activacion de proteinas quinasas
asociadas a sobrevida como la via RISK (Reperfusion Injury Salvage
Kinases, por su sigla en inglés). En este contexto, el uso de
agonistas alfa 2 adrenérgicos ha demostrado reducir la mortalidad
y la incidencia de infarto miocardico en cirugia cardiovascular. El
mecanismo de proteccién propuesto en estos estudios, seria la
modulacién del sistema nervioso auténomo. La disminucién de la
frecuencia cardiaca y la presion arterial observada durante su uso,
evitarian el desbalance entre aporte y demanda de oxigeno
miocdrdico y atenuarian el estrés sobre placas ateromatosas
inestables. La dexmedetomidina (DEX) es un agonista alfa-2-
adrenérgico de uso frecuente en anestesia. La evidencia sugiere
que tiene propiedades cardioprotectoras y anti-inflamatorias que
beneficiarian a pacientes quirurgicos de alto riesgo cardiovascular.
En modelos animales de I/R miocardica se ha demostrado que DEX
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posee una marcada capacidad precondicionante. Sin embargo,
pocos estudios han abordado los mecanismos farmacoldgicos
implicados en el precondicionamiento inducido por DEX. En
consecuencia, nuestro grupo ha llevado a cabo dos investigaciones
intentando dilucidar estos mecanismos. En una primera
investigacion demostramos que los efectos cardioprotectores de
DEX, son mediados en parte, por la activacion de la via RISK (ERK
1-2, Akt y eNOS), mediante la estimulacién de receptores alfa 2
adrenérgicos cardiacos. Recientemente, hemos descrito el rol del
endotelio y la via eNOS-6xido nitrico, en el pre-condicionamiento
miocdrdico con DEX. Demostramos que DEX es incapaz de reducir
la muerte celular en cardiomiocitos aislados de ratas adultas
sometidas a (I/R), en ausencia de células endoteliales. Asi, el
efecto precondicionante inducido por DEX, requiere de la
participacion de receptores alfa 2 adrenergicos endoteliales.

Area de la Farmacologia: Farmacologia cardiovascular

Direccion de Correo: mibacach@med.puc.cl
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MECANISMOS DE CARDIOPROTECCION ASOCIADOS A LA
SUPLEMENTACION CON ACIDOS GRASOS OMEGA 3 EN MODELOS
ANIMALES Y HUMANOS DE HIPOXIA CARDIOVASCULAR.
Cardioprotective mechanisms associated with omega 3 fatty acids
supplementation in human and animal models of cardiovascular
hipoxia.

Castillo, R.L.1, Farias, J.G.2, Herrera, E.A.1, Carrasco-Pozo, C.3,
Sepulveda, N.4

1Programa de Fisiopatologia, ICBM, Facultad de Medicina,
Universidad de Chile, Chile. 2Departamento de Ingenieria Quimica,
Facultad de Ingenieria y Ciencias, Universidad de la Frontera,
Casilla 54-D, Temuco, Chile. 3Departamento de Nutricién, Facultad
de Medicina. Universidad de Chile. 4Laboratorio de Produccidn
Animal, Facultad de Ciencias Agropecuarias y Forestales,
Universidad de La Frontera, Temuco, Chile.

La hipoxia es una condicién fisiopatoldgica asociada con varias
respuestas a nivel cardiovascular, pulmonar y vascular, que
pueden derivar en enfermedades crénicas (no transmisibles). Esto
es relevante en poblaciones humanas expuestas a una gran altura,
ya sea en habitantes permanentes (hypoxia continua crénica) o
hipoxia intermitente (IH) (trabajadores a gran altitud, turistas y
montafieros). En Chile, se estima que 1.000.000 personas viven en
regiones montafiosas y mas de 35.000 trabajan en turnos de gran
altitud. La IH se asocia con el desarrollo de hipertension arterial
sistémica y disfuncidén ventricular izquierda. Sin embargo, en la
actualidad, nuestra comprension de los mecanismos que unen la
IH y la disfunciéon cardiovascular estan limitados por Ia
heterogeneidad fisiopatoldgica de los pacientes expuestos a
hipoxia y la presencia de mdltiples comorbilidades, incluyendo la
obesidad y los trastornos estructurales previos. Dentro de los
factores de riesgo cardiovascular identificados, ademds de la
altura, destacan el ascenso acelerado > 500 m por dia y factores
individuales como el tener historia previa de patologias agudas de
altura. También pueden producirse consecuencias de salud a largo
plazo por la exposiciéon crdnica a altitud intermitente como son la
policitemia, hipertrigliceridemia y el dafio renal crénico. En este
contexto el estudio de modelos animales que permitan

50


mailto:marcela.julio@pucv.cl
mailto:mibacach@med.puc.cl

SO
FAR
CHI

determinar la heterogeneidad fisiopatoldgica de los pacientes
expuestos a hipoxia y la presencia de multiples comorbilidades,
incluyendo la obesidad y los trastornos estructurales previos, han
cobrado importancia los ultimos afios. Nuestros estudios se han
basado en aproximaciones ex vivo e in vivo a través del uso de la
camara hipobdrica que permite simular el ambiente de altura,
ademds de variadas intervenciones farmacoldgicas, como 4cidos
omega 3, ascorbato y melatonina, que tienden a reducir el estrés
oxidativo y la inflamacién, siendo estos mecanismos
fisiopatoldgicos los que contribuirian al efecto funcional agudo y
las consecuencias sobre la remodelacién cardiovascular.

Area de la Farmacologia: Farmacologia cardiovascular
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NUEVAS ESTRATEGIAS FARMACOLOGICAS EN EL TRATAMIENTO
DE LAS DISLIPIDEMIAS. New pharmacological strategies in the
treatment of dyslipidemia.

Prieto, J.C.

Programa de Farmacologia Molecular y Clinica, ICBM, Facultad de
Medicina, Universidad de Chile.

La teoria lipidica de la enfermedad ateroesclerdtica, ha sido
refrendada mediante ensayos clinicos que han demostrado que la
disminucidon de LDL colesterol plasmatico por estatinas, reduce de
manera significativa el riesgo cardiovascular, en especial en
prevencién secundaria de la enfermedad ateroesclerética. El
concepto de “mas bajo el LDL colesterol-mejor evolucidn”, esta en
constante evaluacion. Las estatinas han logrado reducciones
significativas de riesgo cardiovascular, sin embargo, sea porque en
algunos pacientes no se logran las metas, sea por intolerancia de
este tipo de farmacos, se han buscado alternativas de tratamiento
orientadas a la reduccion de LDL colesterol. Una alternativa para
tratar el LDL colesterol elevado, es reducir la absorcidon intestinal
de colesterol mediante la disminucién de la actividad de la
proteina Niemann-Pick C1-Like 1 [NPC1L1]. Este efecto lo logra
ezetemibe, que recientemente demostré un beneficio clinico
marginal, pero significativo, en la reduccién de complicaciones
cardiovasculares cuando se asocia a simvastatina comparado con
simvastatina como Unico hipolipemiante. Otro modo eficiente de
reducir el colesterol plasmatico, se basa en impedir la degradacion
del receptor LDL mediante la neutralizacion de la accion de la
proproteina convertasa subtilisina-kexina tipo 9 [PCSK9], proteina
responsable de facilitar la metabolizaciéon de este receptor en el
lisosoma celular. Esto ha sido posible mediante el empleo de
anticuerpos  monoclonales humanizados que se unen
selectivamente a la [PCSK9], lo que impide que este receptor sea
internalizado en la célula y destruido en el lisosoma. La mayor
densidad de receptores LDL en la superficie del hepatocito,
favorece la reduccion de esta lipoproteina circulante. Alirocumab,
evolocumab y bococizumab son los anticuerpos monoclonales
actualmente en evaluacién clinica, los que logran reducciones de
colesterol LDL de hasta 65%. Se discute en esta presentacién cual
serd el beneficio clinico adicional cuando se asocian a estatinas y si
tendran futuro como monoterapia en el tratamiento de la
hiperlipidemia. Un nuevo compuesto que también actda en la via
de sintesis de colesterol es el acido bempedoico, que
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especificamente inhibe la enzima ATP citrato liasa, enzima clave
en el aporte de sustratos para la sintesis de colesterol.
Actualmente se desarrollan estudios clinicos fase Il con este
compuesto.

Area de la Farmacologia: Farmacologia cardiovascular
Direccion de Correo: jprieto@med.uchile.cl
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SIMPOSIO 3: “FUENTES NATURALES DE COMPUESTOS
BIOACTIVOS: INNOVACION EN NUEVAS APLICACIONES
FARMACOLOGICAS Y BIOMEDICAS”

Coordina: Dra. Jaqueline Sepulveda

USO DE EXTRACTO PURIFICADO DE Stevia rebaudiana COMO
EXCIPIENTE EN FORMULACIONES FARMACEUTICAS PARA
DIABETICOS. Using purified extract of Stevia rebaudiana as an
excipient in pharmaceutical formulations for diabetics.

Sepulveda, J.

1Departamento de Farmacologia, Facultad de Ciencias Bioldgicas,
Universidad de Concepcion. 2 Departamento de Farmacia,
Facultad de Farmacia, Universidad de Concepcidn.

La resistencia a la insulina y la diabetes son patologias con altos
indices de incidencia a nivel nacional e internacional. Las personas
que padecen estas enfermedades deben, entre otras cosas,
restringir el consumo de azucar, tanto en la dieta como en los
medicamentos basicos que ingieren. Actualmente, la industria
farmacéutica carece de formulaciones farmacéuticas disefiadas
especificamente para estos pacientes. De especial importancia es
el caso de formulaciones farmacéuticas de administracion oral, en
las cuales, para enmascarar sabores, se utiliza como excipiente
principalmente azucar. Frente a ello surge la necesidad de buscar
nuevos compuestos que puedan ser utilizados como excipientes
con caracteristicas endulzantes, para la formulacién de
medicamentos que puedan ser utilizados por personas con
resistencia a la insulina y diabetes. Las hojas de Stevia Rebaudiana
Bertoni contienen a lo menos 10 diferentes glicésidos, siendo el
stevidsido y el rebaudidsido A, los que se encuentran en mayor
proporcién. El grado de dulzor aportado solo por el uso de las
hojas desecadas es 15 veces mayor al de la sacarosa, mientras que
los extractos purificados llegan a ser 250 a 300 veces mas dulces,
lo que la convierte en un excipiente potencial en el desarrollo de
formulaciones farmacéuticas en pacientes diabéticos. Ademas de
su uso como edulcorante, se le han asociado ciertas propiedades
terapéuticas, tales como efecto antihiperglicémico,
antihipertensivo y antiinflamatorio. Como edulcorante, se ha
establecido una Ingesta Diaria Admisible (IDA) de 4mg/kg de peso
corporal, expresados como equivalentes de steviol.

Area de la Farmacologia: Farmacologia de Productos Naturales
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DEFENSAS CELULARES DE LAS PLANTAS Y SUS POSIBLES USOS EN
PATOLOGIAS HUMANAS. Cellular defences ofplants and their
possible uses in human pathologies.

Letelier, M.E.1; Galindo, H.2

1Laboratorio de Farmacologia y Toxicologia, Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacéuticas, Universidad de Chile. 2Centro del
Céncer, Pontificia Universidad Catdlica.

Todas las patologias, en mayor o menor grado estdn asociadas a
estrés oxidativo, fendmeno estrechamente relacionado con
inflamacion. Bajo estrés oxidativo los mecanismos antioxidantes
enzimaticos (SOD, catalasa, peroxidasa) y los no enzimaticos (GSH,
vitaminas A, C y E) son sobrepasados. En estas condiciones las
especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno alteran la estructura
de las biomoléculas afectando su funcién bioldgica. La célula
reacciona activando la inmunidad innata, la que a su vez responde
activando procesos de cicatrizacion cuya primera fase es la
inflamacion. El cancer se describe como una patologia asociada a
procesos inflamatorios crénicos. Es por ello que las células
tumorales tienen diversos procesos regulatorios alterados
(potencial replicativo ilimitado, angiogénesis sostenida, evasion de
la apoptosis, resistencia a farmacos, etc.); ellas sobreviven
evadiendo las defensas de las células normales. Esta es la razén
por la cual ha sido dificil encontrar terapias curativas para céncer.
Cabe destacar que: 1) el desbalance redox causado durante el
proceso inflamatorio crénico favorece la multiplicacion de las
células tumorales., 2) la quimioterapia provoca serios efectos
adversos los cuales estan asociados a procesos inflamatorios; 3)
las plantas poseen alta concentracion de antioxidantes, anti-
inflamatorios y activadores del sistema inmune, 4) estos
compuestos ejercen su actividad bioldgica a través de diferentes
mecanismos, por lo que sus efectos farmacolégicos son sinérgicos.
Por lo tanto, postulamos que fitofarmacos ricos en el tipo de
compuestos mencionados aumentarian las defensas del
organismo humano, mitigarian los efectos adversos de las terapias
anti-cancer y podrian también potenciar sus efectos terapéuticos.
Los primeros resultados de la co-terapia con un protocolo
fitoterdpico conteniendo los principios activos mencionados, se
mostrara a través de un caso clinico.

Area de la Farmacologia: Farmacologia de Productos Naturales
Direccion de Correo: mel@cig.uchile.cl
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COMPUESTOS DE ORIGEN MARINO Y SU APLICACION EN
FARMACOLOGIA. Marine compounds and their application in
pharmacology.
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Los complejos mecanismos bioldgicos y quimicos desarrollados
para la defensa, ataque y sefializacidon en los organismos marinos
requieren una gran diversidad de compuestos, los cuales
representan una valiosa fuente de compuestos bioactivos con
potencial farmacoldgico. Existen varios ejemplos de farmacos
naturales de origen marino, como trabectedina (antineoplasico),
pseudopterosina (antiinflamatorio) y ziconotida (anestésico).
Hasta ahora lo que limita el uso de varios de estos compuestos, es
la obtencién de cantidades significativas de éstos. Dadas sus
estructuras complejas, en muchos casos la sintesis quimica queda
descartada, por lo que la Unica solucién es escalamiento de
cultivos masivos. Es asi como productos derivados desde
microalgas constituyen una de las fuentes marinas mds atractivas
cuyas ventajas son significativas tanto en produccién como en
diversidad y calidad de productos. En este contexto, las fuentes de
biofdrmacos para el manejo del dolor presentan importantes
representantes en los dinoflagelados, cuyas toxinas paralizantes
como tetrodotoxina y saxitoxina, son reconocidas por su elevada
potencia y especificidad de bloqueo de canales de sodio voltaje-
dependientes (VGSC). Nuestro grupo ha generado importante data
respecto del estudio de microalgas rafidoficeas, las que han
causado importantes pérdidas en la industria acuicola y cuyo
potencial toxico se asocia a la produccién de neurotoxinas. Estas
toxinas, son capaces de inhibir los VGSC en neuronas en cultivo, de
forma reversible y con efecto similar a tetrodotoxina.
Adicionalmente el estudio del potencial anestésico fue evaluado in
vivo en pez cebra, cuyos resultados demuestran ventajas en
induccion y recuperacion respecto a otros anestésicos naturales y
en base a los cuales proyectamos el desarrollo de una formulacién
anestésica natural de origen marino.

Area de la Farmacologia: Farmacologia de Productos Naturales

Direccion de Correo: aastuya@udec.cl
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EFECTOS DE ALCALOIDES NEUROPROTECTORES OBTENIDOS DE
FUENTES NATURALES. Neuroprotective Effects of Alkaloids
Obtained From Natural Sources.

Fuentealba, J.1; Gavilan, J.1; Mennicket, D.1
1 Depto de Fisiologia, Fac. de Cs. Bioldgicas, U. de Concepcién

La neurotransmision colinérgica es un elemento fundamental en
procesos neurofisiolégicos claves del desarrollo cognitivo de los
individuos (memoria y aprendizaje), ha sido un foco permanente
de atencidén en los procesos de deterioro y falla neuronal en
patologias neurodegenerativas, como la Enfermedad de Alzheimer
(EA). De hecho, la teoria colinérgica ha mantenido un rol central
en la terapéutica farmacoldgica de la EA, y la modulacion
particular de alguna de sus subunidades, como la alfa-7 y
alfa3beta4, el principal objetivo en el disefio y sintesis de nuevas
estructuras quimicas bioactivas. Por otra parte, la farmacologia, se
ha nutrido histéricamente de compuestos de naturaleza
alcaloidea, para caracterizar y modular las principales funciones
fisioldgicas del organismo; asi, podriamos nombrar la muscarina, la
nicotina, la cocaina, entre otros. Hoy, nuestro interés se centra en
una familia de compuestos de naturaleza quinolizidinica, que han
demostrado tener una potente actividad neuroprotectora
principalmente asociados a la activacién de receptor nicotinico
alfa-7, y las vias de sefializacién intracelular asociadas a su
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activacion, fundamentalmente PI3K y AKT-P. Nuestros resultados
muestran que dos de los alcaloides mayoritarios contenidos en las
semillas de especies del genero cytisus sp, tienen una potente
actividad neuroprotectora frente a la toxicidad del péptido beta-
amyloide, en neuronas de hipocampo y en lineas celulares de
linaje neuronal.
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SIMPOSIO 4: “AVANCES RECIENTES EN LA
NEUROBIOLOGIA DEL DOLOR: NUEVOS BLANCOS
MOLECULARES PARA EL DESARROLLO FARMACOLOGICO"
Coordina: Dr. Gonzalo E. Yévenes

LA ALTERACION EN LA COMPOSICION Y DISTRIBUCION DE
CANALES KV1 TIPO SHAKER EN FIBRAS MIELINIZADAS SUPRIME
LA HIPER-EXCITACION EN DOLOR NEUROPATICO. Altered shaker-
type Kv channel composition and distribution in myelinated axons
suppresses hyperexcitability in neuropathic pain.

Calvo, M., Richards, N., Schimd, A.B., Barroso, A., Zhu, L., Ivulic, D.
Zhu, N., Anwandter, P., Bhat, M.A,, Court, F.A., McMahon, S.B. and
Bennett, D.L.H.

Departamento de Fisiologia, Facultad de Ciencias Bioldgicas,
Pontificia Universidad Catdlica de Chile.

Introduction: Neuropathic pain (NP) following peripheral nerve
injury is associated with hyperexcitability in damaged myelinated
sensory axons, which begins to normalise over time. Shaker type
voltage-gated potassium channels (Kvl channels) are key
determinants of neuronal excitability. However, in normal
conditions they do not contribute to axon conduction properties,
as they are located in the juxtaparanode where they are
electrically insulated from the node of Ranvier. But, during
development and following primary demyelination Kvl channels
are re-distributed into the paranode, and can act to suppress
excitability. Here we sought to determine if Kvl channels play any
role in the adaptive mechanisms to suppress hyper-excitability
that follows nerve injury. Material and Methods We investigated
the composition and distribution of Kvl channels in myelinated
axons after axotomy in rats and in patients, using
immunofluorescence, western blots, and electron-microscopy. The
functional role of Kv1 channels was studied in the rat using electro
physiology and behavioral experiments by applying a Kvl channel
blocker (aDTX). Results At the site of neuroma in the rat,
expression of Kvl.1 and 1.2 (normally localised to the
juxtaparanode) was markedly decreased. In contrast Kvl.4 and
1.6, which were hardly detectable in the naive state, showed
increased expression within juxtaparanodes and paranodes
following injury. In humans healthy control subjects Kv1.2 was
normally localised to the juxtaparanode, while nerves from
neuroma patients had very low expression of Kv1.2 and de novo
expression of Kv1.4 and 1.6, which were present both in paranode
and juxtaparanode. Blockade of Kvl channels with aDTX after
injury reinstated hyperexcitability of A-fibre axons and enhanced
mechanosensitivity. Discussion Changes in the molecular
composition and distribution of axonal Kvl channels, therefore
represents a protective mechanism to suppress the
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hyperexcitability of myelinated sensory axons that follows nerve
injury.

Area de la Farmacologia: Farmacologia del dolor
Direccion de Correo: mcalvob@uc.cl
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PAPEL DE LA CORRIENTE DE FRENO IKD EN LA TRANSDUCCION
DEL FRIO Y LA ALODINIA AL FRIO. Role of the excitability brake
potassium current IKD in cold transduction and cold allodynia.

Gonzalez, A.1; Ugarte, G.1; Restrepo, C.1; Herrera, G.2; Pifia, R.1;
Pertusa, M.1; Orio, P.2; Madrid, R.1

1Departamento de Biologia, Facultad de Quimica y Biologia,
Universidad de Santiago de Chile. 2Centro Interdisciplinario de
Neurociencia de Valparaiso (CINV), Facultad de Ciencias,
Universidad de Valparaiso.

La hipersensibilidad dolorosa al frio inocuo, o alodinia al frio, es
una forma comun de dolor neuropdtico inducido por dafio de los
nervios periféricos. Los mecanismos moleculares y neurales que
subyacen a esta alteracion sensorial siguen sin ser esclarecidos en
su totalidad. En las neuronas sensoriales primarias del sistema
somatosensorial, la sensibilidad al frio estda determinada
principalmente por un balance en la expresion funcional del canal
de iones TRPMS, activado por frio, y de los canales de potasio tipo
Shaker Kv1.1-1.2, responsables de la corriente de freno IKD. Esta
corriente de K+ de activacién répida e inactivacion lenta amortigua
el efecto de la corriente despolarizante dependiente del canal
TRPM8 en respuesta a frio, desplazando el umbral térmico de la
neurona hacia temperaturas mas bajas. La corriente IKD ejerce su
accion a voltajes subumbrales al disparo de potenciales de accién
en las neuronas sensoriales primarias, reduciendo la sensibilidad
térmica de los termorreceptores de frio y previniendo la activacion
inespecifica por frio de neuronas de otras modalidades
somatosensoriales. En este simposio, revisaremos las principales
propiedades biofisicas de la IKD, su papel central en la
termotransduccion, y su contribucion a la hipersensibilidad
dolorosa al frio en respuesta al dafio axonal en nervios periféricos.

Area de la Farmacologia: Fisiologia

Direccion de Correo: rodolfo.madrid@usach.cl
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FUNCION Y REGULACION DE CDK5 DURANTE EL DOLOR
INFLAMATORIO. Role of Cdk5 during inflammatory pain.

Utreras, E.

Laboratorio de Mecanismos Celulares y Moleculares del Dolor.
Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias, Universidad de
Chile.

El fendmeno doloroso estd asociado al concepto de enfermedad

influyendo negativamente en la calidad de vida de las personas. En
particular, el dolor facial localizado en la regién de la cabeza y el
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cuello, incluye varias patologias como migrafia y dolor dental,
entre otros. La inflamacién juega un papel fundamental en estas
patologias, ya que mediadores inflamatorios sensibilizan
nociceptores incrementando la sensacion dolorosa.
Recientemente, reportamos que Cdk5 participa en la regulacion
de las vias sefializacion del dolor. Cdk5 es una serina/treonina
quinasa principalmente activa en neuronas postmitéticas cuya
funcién es fundamental para el correcto desarrollo y funcién del
cerebro. Interesantemente, determinamos una disminucion en la
conducta nociceptiva en ratones con reducidos niveles de
actividad de Cdk5. En cambio, esta respuesta fue aumentada en
ratones con una elevada actividad de Cdk5. Demostramos ademas
que Cdk5 fosforila TRPV1, un canal idnico clave en la sefializacién
dolorosa, modulando su funcién y posiblemente su transporte
hacia la membrana. Similarmente, Cdk5 foforila el receptor
purinérgico P2X2, afectando el proceso de desensibilizacién.
Finalmente, reportamos que la inflamacién periférica aumenta la
actividad quinasa de Cdk5 en neuronas nociceptivas. En particular,
las citoquinas TNF-alfa y TGF-beta 1, importantes mediadores
inflamatorios durante el dolor facial, aumentaron la actividad de
Cdk5 con un subsecuentemente aumento en la fosforilacion y
funcién de TRPV1. En conjunto estos resultados sugieren que Cdk5
puede ser un nuevo blanco terapéutico para el tratamiento del
dolor inflamatorio facial.

Area de la Farmacologia: Farmacologia del dolor
Direccidn de Correo: elias.utreras@uchile.cl
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MODULACION CONFORMACION-ESPECIFICA DE RECEPTORES
INHIBITORIOS: UNA NUEVA APROXIMACION HACIA NUEVOS
FARMACOS ANALGESICOS. Conformation-specific modulation of
inhibitory receptors: a new approach towards novel analgesics.

Yévenes, G.E.1; Acufia, M.2; Lara, C.0.1; Mufioz, B.1; Burgos,
C.F.1; Ralvenius, W.2; Di Lio, A.2; Moraga-Cid, G.1; Corringer, P.J.3,
Zeilhofer, H.U.2

1Departmento de Fisiologia, Universidad de Concepcién, Chile,
2Instituto de Farmacologia y Toxicologia, Universidad de Zurich,
Suiza, 3Instituto Pasteur, Francia.

Evidencias recientes han demostrado que la disminucidn de la
neurotransmision glicinérgica en el asta dorsal de la médula
espinal contribuye al desarrollo y el mantenimiento del dolor
crénico. Este fendmeno estd relacionado a la activacion de
receptores EP2 por prostaglandinas enddgenas y la subsecuente
fosforilacion de receptores de glicina compuestos de la subunidad
alfa3 (alfa3-R-Gli) por PKA en el residuo S346. Por consiguiente, la
recuperacion de la funcién de alfa3-R-Gli por medio de
moduladores alostéricos ha emergido como una alternativa
racional contra el dolor crénico. En este contexto, moduladores
que aumenten la actividad de alfa3-R-Gli sinapticos en estado
fosforilado podrian revertir de manera especifica la perdida de
inhibicién sindptica a nivel espinal. Utilizando registros
electrofisioldgicos en combinacién con modelamiento molecular y
estudios de comportamiento, hemos investigado la actividad de
diversos moduladores alostéricos de R-Gli que poseen
configuraciones y conformaciones diferentes. Estos estudios han
mostrado que el modulador 2,6-di-tert-butilfenol (2,6-DTBP) es
capaz de potenciar alfa3-R-Gli de configuraciéon sinaptica en

Rev. Farmacol. Chile (2016) 9 (2)

de

Farmacologia
Chile

estado fosforilado. Interesantemente, 2,6-DTBP logré revertir la
perdida de la inhibicion sindptica en el asta dorsal de la medula
espinal y mostrd efectos anti-hiperalgésicos en modelos de dolor
in vivo, los cuales fueron en gran parte dependientes de la
presencia de alfa3-R-Gli. Estos resultados demuestran que 2,6-
DTBP posee un perfil farmacoldgico Unico que permite la
modulacién selectiva de alfa3-R-Gli sindpticos modificados por
eventos de fosforilacion relacionados a la presencia persistente de
mediadores inflamatorios en la medula espinal. Nuestros hallazgos
sugieren que el estudio sistematico de moléculas que
interaccionen con los sitios moleculares asociados a la modulacién
funcional de alfa3-R-Gli por 2,6-DTBP pudiera contribuir al disefio
y a la generacidon de nuevos farmacos contra el dolor crénico.

Area de la Farmacologia: Farmacologia del dolor
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SIMPOSIO 5: “NEUROCIRCUITRIES INVOLVED IN DRUG
ADDICTION: NOVEL THERAPEUTIC DIANAS”
Coordina: Dr. Mario Herrera-Marschitz

EL CIRCUITO DOPAMINERGICO MESOLIMBICO COMO MAESTRO
PARA EL PLACER Y LA ADICTIVIDAD. The mesolimbic dopamine
pathway as the master for pleasure and addictivity.

Herrera-Marschitz, M.1; Morales, P.1

1Programme of Molecular & Clinical Pharmacology, ICBM, Faculty
of Medicine, University of Chile, Santiago, Chile.

The detailed anatomy of the monoamine pathways of the rat by
Urban Ungerstedt at the Karolinska Institutet, Stockholm, Sweden,
provided the basis for a neurocircuitry-targeted pharmacology,
leading to important therapeutic breakthroughs. In 1971,
Ungerstedt described the mesolimbic dopamine (DA) system, with
cell bodies dorsal to the nucleus interpeduncularis and axons
ascending together with the nigro-striatal system, but following a
medial route. At the level of the commissure anterior, one branch
enters into the nucleus accumbens (NAc) and the nucleus
interstitialis stria terminalis, while the other turns latero-ventrally
to enter the tuberculum olfactorium. These ventrally and medially
located areas are part of the archi-striatum, involved in the
acquisition and expression of motivation and reinforcement.
Microdialysis studies in the rat led Gaetano Di Chiara et al. (2007)
to propose that appetitive taste stimuli release DA in NAc (shell
and core), as well as in prefrontal cortex. However, while DA
release in the shell subregion is stimulated by novelty and
appetitiveness, in the core DA release is an expression of generic
motivational value, implying activation of learning and complex
instrumental patterns, an issue to be further developed by Prof. Di
Chiara at the symposium. Cecilia Scorza will expand the idea of a
common neuronal substrate for reward and addiction, showing
that adulteration of drug of abuse with no addictive substances,
such as caffeine, increases the motivational value of the drug,
providing information for understanding drug traffic and the
enslaving of potential customers. Maria Elena Quintanilla will
discuss about two mechanisms involved in the acquisition and
maintenance of ethanol intake. One related to the generation of
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active metabolites following the intracerebral metabolism of
ethanol, and other related to cue conditioned mechanisms
following chronic use of the substance. The participation of
glutamate neurotransmission is proposed, that can be normalised
by increasing the clearance of extracellular glutamate levels, by
example by stimulating the cystine/glutamate antiporter with N-
acetylcysteine. Mario Rivera-Meza will develop further the idea
that acetaldehyde is a motivational and reinforcing molecule,
supported by gene modification studies showing that ethanol
consumption is decreased by increasing the catalytic activity of
brain mitochondrial aldehyde dehydrogenase (ALDH2), suggesting
that activation of brain ALDH2 is a mechanism for reducing the
appetence for ethanol.

Area de la Farmacologia: Neuropsicofarmacologia
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Agradecimientos: FONDECYT-Chile 1120079, 1110263; Millennium
Initiative-2010 BNI (P09-015-F; Chile).

HISTORIA NEURONAL DE LA ADICCION A DROGAS: DE LA
EXPERIENCIA PLACENTERA A LA DEPENDENCIA. Neural history of
drug addiction: from pleasure experience to dependence.

Di Chiara, G.
Department of Biomedical Sciences , University of Cagliari, Italy.

Drug addiction is a complex behavioral disorder where genetic
factors interact with life events and environmental factors along a
history of chronic exposure to drugs and substances of abuse. A
theory that has gained wide consensus posits that a reduction in
basal dopamine (DA) transmission due to a reduction of D2
receptors in the striatum results in a general genetic
predisposition favouring the seeking and taking of drug and non-
drug rewards, such as food, gambling , sex, shopping etc. These
stimuli have in common the ability to activate DA specifically in
the shell of the nucleus accumbens (NAc) by different
mechanisms, thus providing a way to compensate for the basic
deficit of DA transmission and the resulting negative behavioral
consequences (apathy, low mood tone, irritability, etc.). A role of
DA in reward and hedonia has been long debated but recent
optogenetic studies largely support this role. Thus optogenetic
activation of DA neurons to the NAc is able by itself to support
intracranial self stimulation, thus providing not only the
activational component but also the positive valence necessary to
induce instrumental responding. Also, without assigning such a
positive, hedonic valence to the activation of DA transmission one
would not be able to explain why drugs, like amphetamine, that
release DA in specific brain areas, are also able to support iv self-
administration of the same drugs. With continuing drug exposure
to drugs, DA neurons innervating dorsal striatal areas become
involved. On this basis it has been speculated that full addiction is
the result of the acquisition of a drug-habit. This theory however
does not account for the fact that a habit is such a normal
modality of responding that abstinence from it does not result in
craving or in switching to an outcome-driven responding, as is
instead the case of drug dependence. Therefore, while DA
provides a good tread to describe the natural history of addiction,
hypotheses alternative to habit responding should be proposed to
account for the final drug dependence stage, characterized by
compulsive drug taking.
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ROL DE ADULTERANTES ACTIVOS EN DROGAS DE ABUSO. Role of
active adulterants in drug abuse.

Scorza, C.

Department of  Experimental 1I1BCE,

Montevideo, Uruguay.

Neuropharmacology

Adulteration of drugs of abuse involves the intentional addition of
pharmacologically active substances in order to use less of the
intended product without making the user aware. Depending on
the type of drug and how it is consumed, adulterants are selected.
Caffeine is one of the most frequently found substances in seized
samples of psychostimulants, including cocaine hydrochloride.
Defined as an active adulterant, it is believed that caffeine is
added to increase the weight and volume but also to mimic or
potentiate the stimulant and the reinforcing effects of cocaine.
Especially interesting for us is the role of caffeine in the central
effects induced by Coca-paste (CP). Like crack, CP is another form
of cocaine used for smoking. CP is a drug of abuse widely
consumed throughout South America mainly in vulnerable
populations. Its chronic consumption elicits an intense euphoria,
fast/high dependence, impulsivity/aggressiveness and cognition
alterations describing a prototypical clinical profile in CP users. We
demonstrated that caffeine is also used to adulterate CP seized
samples. However, the role of caffeine in CP brain effect has not
been studied so far. During the talk, firstly | will present and
discuss experimental evidence showing that, caffeine is able to
potentiate the acute stimulant effect induced by different CP
seized samples injected intraperitoneally and also volatilized in
rats. Secondly, caffeine accelerates and potentiates the behavioral
sensitization = phenomenon  elicited after CP  repeated
administration. In third place, using the self-administration
paradigm we demonstrated that the breaking point of animals
treated with the combination of cocaine plus caffeine (as a
surrogate of CP) was significantly higher than that treated with
cocaine only, suggesting that caffeine enhances the reinforcing
effects of cocaine and the motivational value of the drug. Overall,
our results may shed light on the fast and high dependence
observed in CP users and provide relevant information for the
understanding of the dynamics of traffic and its potential impact
on consumer health. Finally, our data highlight the role of active
adulterants commonly used in illicit street drugs.

Area de la Farmacologia: Neuropsicofarmacologia
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ADQUISICION Y MANTENIMIENTO DE LA INGESTA DE ETANOL:
DOS MECANISMOS. Acquisition and maintenance of ethanol
intake: two mechanisms.

Quintanilla, M.E.1; Rivera-Meza, M.2; Karahanian, E.3; Berrios-
Carcamo, P.1; Salinas-Luypaert, C.2; Herrera-Marschitz, M.1;

Israel, Y.1
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Pharmaceutical Sciences; University of Chile. 3 Center for
Biomedical Research, Faculty of Health Sciences, Universidad
Auténoma de Chile, Santiago Chile.

Ethanol-derived brain acetaldehyde has been shown to generate
ethanol reinforcement and sensitization in animals. Dopamine
condenses with acetaldehyde forming (R/S)-salsolinol which has
marked motivational, sensitization and reinforcing effects.
Ethanol, acetaldehyde and salsolinol release DA in nucleus
accumbens (NAc). We have shown that intracranial (VTA) or
systemic administration of (R/S)-salsolinol greatly increase ethanol
voluntary intake in ethanol-naive animals. Studies aimed at
reducing VTA acetaldehyde levels showed that animals that have
ingested ethanol chronically do not require brain acetaldehyde
generation to perpetuate high drinking, also suggesting that
salsolinol is no longer required. Studies on a number of other
addictive drugs show that chronic drug intake is maintained by
cued conditioned mechanisms. Under this condition, altered
extracellular glutamate levels in the mesolimbic system appear to
generate a memory trace, which perpetuates drug intake.
Extracellular levels of glutamate in the mesolimbic system can be
normalized by administration of N-Acetyl cysteine. Our recent
studies show that administration of N-acetyl cysteine to rats that
had ingested ethanol chronically greatly reduces (60-70%)
voluntary ethanol intake. The studies suggest that N-Acetyl
cysteine- a clinically used drug- may be considered as a new
adjunct in the treatment of alcohol use disorders.

Area de la Farmacologia: Neuropsicofarmacologia

Direccién de Correo: equintanilla@med.uchile.cl
Agradecimientos: Supported by Fondecyt #113-0012, #111-30241,
and #112-0079

ALDA-1 UN ACTIVADOR FARMACOLOGICO DE LA ALDEHIDO
DESHIDROGENASA REDUCE EL CONSUMO DE ALCOHOL EN
RATAS BEBEDORAS UCHB. ALDA-1 a pharmacological activator of
the aldehyde dehydrogenase reduces alcohol consumption in
alcohol preferring uchb rats.

Rivera-Meza, M.1; Véasquez, D.1; Quintanilla, M.E.2; Campanini,
J.1; Andrades, J.1; Herrera-Marschitz, M.2; Israel, Y.2

1 Faculty of Chemical and Pharmaceutical Sciences; University of
Chile, Santiago, Chile. 2 Faculty of Medicine, University of Chile,
Santiago, Chile.

Several studies have showed that acetaldehyde, the first
metabolite of ethanol, is a motivational and reinforcing molecule.
Gene modification studies aimed at modifying ethanol metabolism
in the brain have showed that decreasing the bioavailability of
acetaldehyde results in a reduction of alcohol consumption in
animals. ALDA-1 is a novel small molecule that seems to act as a
chaperone of the mitochondrial aldehyde dehydrogenase (ALDH2)
increasing the catalytic activity of this enzyme. Here, we report
studies aimed at determining the effects of the systemic
administration of ALDA-1 on the voluntary alcohol consumption by
UChB rats. ALDA-1 was acutely administered (25 mg/kg/day i.p.)
during five consecutive days to UChB rats and its effects on the
voluntary alcohol consumption of alcohol-naive and chronic
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alcohol-exposed animals were determined. Also, the effects of
ALDA-1 on saccharine preference and ethanol elimination rate
were assessed. Results showed that ALDA-1 administration
reduces completely and reversibly the alcohol consumption in
naive UChB rats. Chronic alcohol-exposed UChB rats showed 70%
reduction of voluntary ethanol intake wupon ALDA-1
administration. Neither saccharine preference nor ethanol
metabolism rate were affected by ALDA-1 treatment. We conclude
that ALDA-1 is effective into reducing selectively ethanol
consumption in alcohol-preferring UChB rats, positioning the
pharmacological activation of brain ALDH2 as an attractive
mechanism to reduce the appetence for alcohol.

Area de la Farmacologia: Neuropsicofarmacologia
Direccion de Correo: mario.rivera@ciq.uchile.cl
Agradecimientos: FONDECYT #111-30241

SIMPOSIO 6: “ACTUALIDAD LATINOAMERICANA DE LA
FARMACOLOGIA EN ODONTOLOGIA”
Coordina: Dr. José Antonio Jara

LOS POLIFENOLES: EFECTOS RELEVANTES EN LA FORMACION Y
MANTENIMIENTO DE LOS HUESOS EN ODONTOLOGIA. The
polifenoles: significant effects formation and maintenance of
bones in dentistry.

Virga, M.C., Aguzzi, A.

Facultad de Odontologia, Universidad Nacional de Cdrdoba,
Cérdoba, Argentina.

Introduccidn: El aceite de oliva tiene propiedades beneficiosas
para el organismo, gran parte de estas propiedades son debidas a
los fenoles, agentes antioxidantes naturales. Estudios previos han
demostrado que los bisfosfonatos son potentes inhibidores de la
resorcion dsea. Objetivo: Estudiar el efecto del tratamiento
combinado de bisfosfonatos por via subcutanea y de oliva via oral
sobre la neoformacién 6sea. Materiales y métodos: Las dosis
fueron: 0,5 mg/kg de peso para AL (Alendronato), y de 0,6 mg/kg
de peso para PA (Pamidronato). El O (Oliva) se administré junto
con la dieta, 50 g/ Kg de comida. Ratas macho de la linea Wistar de
peso 160 + 20 g, se dividieron en 6 grupos: control (C), AL, PA, O,
alendronato + oliva (ALO) y pamidronato + oliva (PAO). Las
variables analizadas fueron radiografias, fosfatasa alcalina (FA) en
sangre, estudios histopatoldgicos. Tiempos experimentales 0, 7,
15, 30, 60 y 90 dias. Los estudios estadisticos: analisis de la
variancia a dos y tres criterios de clasificacion Resultados: Los
estudios radiograficos demostraron un incremento en la densidad
mineral 6sea promedio (DMO) conforme avanza el tiempo de
todos los grupos problemas con respecto al control, siendo mas
evidentes los tratamientos con PA a los 60 dias. FA mostré
diferencias significativas de los grupos problema con respecto al C
en todos los tiempos de tratamiento. El analisis histoldgico sélo
mostré diferencias significativas a los 15 dias en las areas de
osteocitos de PA respecto a AL. La histomorfometria demostrd
que la Densidad trabecular se incrementé en todos los grupos.
Conclusiones: Esto sugiere que O representa una opcion
terapéutica prometedora para la prevencioén y / o tratamiento de
las patologias 6seas.
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DESARROLLO DE LA FARMACOVIGILANCIA Y TOXICOVIGILANCIA
EN LA FACULTAD DE ODONTOLOGIA — UDELAR. LA FARMACIA
ODONTOLOGICA.  Pharmacovigilance and  toxicovigilance
development of the Faculty of Dentistry UdelaR. The institutional
pharmacy.

Romero, M.R.

Facultad de Odontologia Universidad de la Republica, Montevideo,
Uruguay.

La seguridad del paciente se ha convertido en una prioridad de los
sistemas sanitarios, incluyendo a la odontologia. Diversos estudios
afirman que la atencion sanitaria destinada a mejorar la salud de
las personas es una fuente importante de dafios. Los problemas
relacionados a los medicamentos son una de las principales causas
de dafio también en la practica de la Odontologia. Los buenos
habitos de prescripcion pretenden maximizar la efectividad y el
cumplimiento terapéutico, minimizar riesgos y costos, respetar la
eleccion del paciente desde un genérico, pero ademas y desde el
momento de la prescripcion deben tenerse en cuenta la
supervision  eventos relacionados al medicamento. La
Farmacovigilancia tiene que entenderse como una practica clinica
en Odontologia. La mayor dificultad para la implementacién de
guias de buenas practicas de prescripcién y de Farmacovigilancia,
que deberian aplicarse de manera conjunta, radica en la existencia
de mitos y tradiciones en el uso de algunos medicamentos y los
usos off label. No existe una cultura establecida de la notificacion
por parte de los odontdlogos en Uruguay. La Farmacia de la
Facultad de Odontologia, proyecto institucional que se viene
desarrollando desde 2006, se encuentra en un proceso de
transformacién. Se estd implementando el funcionamiento del
Nodo Odontologia de Farmacovigilancia, aferente al Sistema
Nacional de Farmacovigilancia y al Upsalla Monitoring Centre. La
incorporacién de la Toxicovigilancia es reciente. La funcién y
seguridad de los elementos traza en odontologia se conoce poco.
El uso extendido de cosméticos colutorios dentifricos
medicamentos y materiales de uso odontolégico, asi como la
exposicion a contaminantes quimicos a través de los habitos de
vida de la poblacién, exigen una informacion exhaustiva y
actualizada para establecer medidas.

Area de la Farmacologia: Farmacologia Odontoldgica

Direccion de Correo: reromero@odon.edu.uy

Agradecimientos: Proyecto financiado por la Universidad de la
Republica.

NUEVAS ESTRATEGIAS FARMACOLOGICAS CONTRA BIOFILMS DE
CANDIDA ALBICANS DE PACIENTES CON ESTOMATITIS
PROTESICA. New pharmacological strategies against Candida
albicans biofilms from denture stomatitis patients.

Molina-Berrios, A.

Laboratorio de Farmacologia, Instituto de Investigacion en
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Ciencias Odontoldgicas, Facultad de Odontologia, Universidad de
Chile.

La estomatitis protésica es una de las patologias mas frecuentes
de la mucosa oral en paciente portadores de prodtesis. Esta
condicién inflamatoria, estd fuertemente asociada a la presencia
de biofilms o biopeliculas de levaduras del género Candida, los
cuales una vez establecidos, se caracterizan por poseer alta
resistencia a los antifingicos convencionales. En la busqueda de
nuevas estrategias para la erradicacion de biofilms, se han
testeado diversos farmacos sin actividad antifungica conocida. Al
respecto, la inhibicion de sintesis de prostaglandinas a través de
antiinflamatorios no esteroidales (AINES) ha tenido resultados
prometedores, puesto que el hongo utiliza prostaglandinas para el
establecimiento, desarrollo y permanencia de los biofilms. Por
otro lado, farmacos liberadores de o6xido nitrico también han
demostrado ser capaces de inhibir diversos procesos clave en el
desarrollo de biofilms, presumiblemente por las acciones
antifungicas del 6xido nitrico. De acuerdo a estos antecedentes, en
nuestro laboratorio hemos utilizado la aspirina liberadora de éxido
nitrico (NCX-4040) como una nueva estrategia antibiofilm de
Candida albicans resistentes obtenidas de pacientes con
estomatitis protésica. Nuestros resultados muestran que NCX-
4040 es capaz de inhibir la adhesion, morfogénesis, viabilidad y
microarquitectura de biofilms en desarrollo y ya establecidos.
Ademds, NCX-4040 es capaz de potenciar el efecto de antifingicos
convencionales o cldsicos como fluconazol. Frente a la escasa
presencia de farmacos antibiofilm efectivos, nuestros resultados
resultan prometedores para futuras investigaciones en el campo.

Area de la Farmacologia: Farmacologia Odontoldgica

Direccion de Correo: aemolina@u.uchile.cl

Agradecimientos: Dra. Ximena Lee y Profesora Leyla Gdmez de la
Facultad de Odontologia, quienes amablemente donaron los
aislados de Candida spp. para la realizacion de este estudios.
Proyecto FONDECYT de iniciacion 111-40227 (CONICYT), Proyecto
URED-2014-007 y UINICIA-2014-82383 de la Vicerrectoria de
Investigacion y Desarrollo (VID) de la Universidad de Chile.

BUSQUEDA DE NUEVAS ALTERNATIVAS DE TRATAMIENTO PARA
EL CARCINOMA ORAL DE CELULAS ESCAMOSAS. Search for new
treatment options for oral squamous cell carcinoma.

Jara, J.A.1; Aguilera, J.1; Castro-Castillo, V.2; Ferreira, J.3; Catalan,
M.3; Rodriguez, C.1; Pefiailillo, C.A.1.

linstituto de Investigaciéon en Ciencias Odontoldgicas (ICOD),
Facultad de Odontologia, Universidad de Chile, Santiago, Chile.
2Departamento de Quimica Organica y Fisicoquimica, Facultad de
Ciencias Quimicas y Farmacéuticas, Universidad de Chile, Santiago,
Chile. 3Programa de Farmacologia Molecular y Clinica, Instituto de
Ciencias Biomédicas (ICBM), Facultad de Medicina, Universidad de
Chile, Santiago, Chile.

El carcinoma oral de células escamosas es un tipo de cancer
agresivo, diagnosticado generalmente en estadios avanzados de la
enfermedad. Esta asociado principalmente al consumo excesivo de
tabaco o alcohol en pacientes adultos, asi como también a la
presencia del virus papiloma humano. Esta patologia afecta
principalmente labios, lengua, piso de boca y otras regiones de la
cavidad oral. A pesar de que la incidencia del cédncer oral a nivel
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mundial y en Chile es de alrededor de un 2 a 3 % , la tasa de
supervivencia a los cinco afios es pobre (entre un 50 y un 60%). El
tratamiento disponible en la actualidad incluye cirugia,
radioterapia, quimioterapia y regimenes de combinaciones de
estas. En relacion a la quimioterapia, los farmacos utilizados no
han variado mucho en los Ultimos veinte afios. Hasta ahora ningun
farmaco nuevo ha demostrado en estudios clinicos modificar
significativamente las expectativas de vida de los pacientes con
estadios avanzados de este tipo de cdncer. Por otra parte, las
células de carcinoma oral tienen algunas caracteristicas
metabdlicas que hacen posible el ensayo de nuevas moléculas
dirigidas en forma selectiva hacia éstas. Asi por ejemplo, estas
células presentan un aumento en el metabolismo de glucosa y una
importante capacidad de sobrevivir en bajas concentraciones de
oxigeno. Estos cambios metabdlicos estan asociados a quimio y
radio resistencia, asi como también a la recurrencia del tumor. Es
por esto que en nuestro laboratorio se han ensayado numerosas
moléculas con diversas caracteristicas quimicas; desde aquellas
extraidas de plantas hasta moléculas semi-sintéticas o moléculas
sintéticas, con las cuales se busca alterar las funciones
bioenergéticas de las células de carcinoma oral en forma potente y
selectiva.

Area de la Farmacologia: Farmacologia Odontoldgica

Direccién de Correo: jsandovalj@u.uchile.cl

Agradecimientos: Proyecto U-inicia 2014-82379 , Programa Ayuda
de Viajes VID de la Universidad de Chile.

SIMPOSIO 7: “NUEVAS PERSPECTIVAS SOBRE EL
MECANISMO DE ACCION Y EFECTOS FARMACOLOGICOS
DE METFORMINA”

Coordina: Dr. Gonzalo Cruz

BENEFICIOS DEL USO DE METFORMINA EN EMBARAZO EN
MUEJERES PORTADORAS DE SINDROME DE OVARIO
POLIQUISTICO. Benefits of the use of metformin during pregnancy
in women with polycystic ovary syndrome.

Crisosto, N.
Facultad de

Laboratorio de Endocrinologia y Metabolismo,
Medicina Occidente, Universidad de Chile.

El Sindrome de Ovario Poliquistico (SOP) es una disfuncion
endocrino metabdlica compleja cuya etiopatogenia aun no ha sido
completamente dilucidada incluyendo una combinacién de
factores genéticos y ambientales. Las mujeres portadoras de SOP
tiene un mayor riesgo de complicaciones durante el embarazo
incluyendo abortos, pre-eclampsia, parto prematuro y diabetes
gestacional. La insulinoresistencia esta presente en hasta el 80 %
de estas pacientes y es un componente fisiopatolégico central en
las complicaciones asociadas a este sindrome. La Metformina es el
farmaco mas ampiamente utilizado en mujeres SOP
insulinoresistentes. Su utilizacién durante el embarazo se ha
extendido dada la amplia evidencia de seguridad en los ultimos
afios para su uso en esta condicidn. En el contexto de la mujer SOP
se ha demostrado utilidad en la reduccién de abortos y desarrollo
de diabetes gestacional, y pudiese asociarse a un mejor control
metabdlico comparado con otras estrategias tales como uso de
insulina u otros fdrmacos hipoglicemiantes. En nuestra experiencia
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con el uso de este farmaco en pacientes SOP chilenas durante el
embarazo hemos demostrado menor incremento de peso,
menores tasas de diabetes gestacional, ausencia de recien nacidos
pequeiios o grandes para la edad gestacional y mejoria de los
niveles de andrégenos e insulina. Todo esto refleja una mejoria del
perfil metabdlico y hormonal de la mujer SOP embarazada lo que
impacta en marcadores precoces de reprogramacion fetal en la
descendencia de estas pacientes. La Metformina es un farmaco
seguro y con amplios beneficios durante el embarazo de la mujer
SOP que no solo impacta la salud de la madre sino que pudiese
evitar la programacién del sindrome en la descendencia de estas
pacientes.

Area de la Farmacologia: Farmacologia endocrina-reproductiva
Direccion de Correo: nicolascrisostok@gmail.com
Agradecimientos: FONDECYT Regular: 107-1007 FONDECYT
Iniciacion 113-0126

METFORMINA Y CANCER: ¢CUANTO SABEMOS SOBRE SU
MECANISMO DE ACCION ANTITUMORAL?. Metformin and cancer:
¢How much we know about its antitumoral mode of action?.

Lépez-Muiioz, R.1

1Laboratorio de Farmacologia y Fisiopatologia Pulmonar, Instituto
de Farmacologia y Morfofisiologia, Facultad de Ciencias
Veterinarias, Universidad Austral de Chile.

Metformina es el farmaco de primera linea en el tratamiento de la
diabetes mellitus tipo Il. Estudios retrospectivos asocian el uso de
metformina con una reduccién de la incidencia de diversos tipos
de cancer. A pesar de la extensa investigacion sobre los efectos
moleculares de la metformina sobre las células tumorales, su
mecanismo de accidn sigue siendo controversial. Algunos autores
describen que metformina inhibe el complejo | mitocondrial,
restringiendo la capacidad de la célula para combatir el estrés
energético. Mas aun, dado que metformina inhibe el ciclo de
Krebs, las estas alteraciones en la funcién mitocondrial generarian
un incremento compensatorio del lactato y el ATP glicolitico. Por
otra parte, estudios de metabolémica no dirigida han agregado
evidencia que la metformina ademds altera los ciclos del folato y
de la metionina, con una disminucion concomitante disminucion
de la sintesis de nucleétidos. De hecho, purinas como timidina e
hipoxantina reestablecen la proliferacion de células tumorales
tratadas con metformina in vitro. Por tanto no es aun posible
definir si el efecto de metformina sobre la proliferacién tumoral es
debido a un efecto toxico mitocondrial o a un comportamiento
tipo antimetabolito. Por otra parte, existe una pobre correlacién
entre las concentraciones usadas los experimentos in vitro y las
concentraciones clinicas encontradas en pacientes tratados con
metformina. En nuestro laboratorio hemos estudiado el efecto
combinado de metformina con farmacos antitumorales en un
modelo in vitro de células de cancer de pulmén. Sorpresivamente,
metformina antagoniza el efecto de los antitumorales,
especialmente a concentraciones bajas. De hecho, metformina
aumenta la viabilidad de las células de céncer de pulmén a
concentraciones bajas, efecto que es dependiente de los niveles
de glucosa en el medio, y que por tanto podria influenciar el
efecto antagdnico descrito en nuestras combinaciones.

Area de la Farmacologia: Otros
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ADMINISTRACION DE METFORMINA EN RATAS GESTANTES
OBESAS. EFECTOS SOBRE LA FUNCION REPRODUCTIVA Y
METBOLICA EN LA DESCENDENCIA. Metformin administration in
obese pregnant rats. efects on reproductive and metabolic
function in offspring.

Alvarez, D.1, Olguin, S.1, Ceballo, K.1, Fernandois, D.2, Martinez,
J.3, Sotomayor-Zarate, R.3 and Cruz, G.1

1 Laboratorio de Alteraciones Reproductivas y Metabdlicas, CNPC,
Instituto de Fisiologia, Facultad de Ciencias, Universidad de
Valparaiso, Valparaiso, Chile. 2 Laboratorio de Neurobioquimica,
Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular, Facultad de
Ciencias Quimicas y Farmacéuticas, Universidad de Chile, Santiago,
Chile 3 Laboratorio de Neuroquimica y Neurofarmacologia, CNPC,
Instituto de Fisiologia, Facultad de Ciencias, Universidad de
Valparaiso, Valparaiso, Chile.

En nuestro laboratorio hemos demostrado que la obesidad
gestacional en ratas se relaciona con obesidad, disfuncion
hepatica, aumento de estradiol sérico, pubertad precoz y
alteraciones foliculares ovdricas en la progenie. Nuevos
descubrimientos en relacion al mecanismo de acciéon de
metformina han sugerido un efecto del farmaco que es
independiente de la sensibilizacién a insulina. En este contexto
creemos que metformina puede mejorar el perfil metabédlico de
madres gestantes obesas y prevenir efectos deletéreos sobre la
descendencia. Administramos metformina antes de la prefiez,
durante la prefiez y durante la lactancia a madres que recibieron
una dieta alta en grasa por 1 mes y luego se cruzaron con machos
fértiles. La metformina fallé en evitar el aumento de peso en las
hijas de madres obesas. En ratas descendientes metformina
tendid a evitar el aumento de estradiol al dia postnatal (PND) 14,
mientras que al PND60 metformina impidid significativamente el
aumento estradiol. Coherentemente, CYP3A2 hepdtica (enzima
que metaboliza el estradiol) se redujo en los hijos de madres
obesas y esta disminucion fue evitada por el tratamiento con
metformina. La generacién de quistes ovdricos también fue
prevenida por la metformina en ratas hijas de madres obesas. En
conclusién, la metformina previno algunas alteraciones
reproductivas provocadas por la obesidad materna en la
descendencia. Es interesante notar que la descendencia de
madres obesas tratadas con metformina tuvo un mayor peso que
las ratas tratadas solo con dieta alta en grasa, lo que hace pensar
que metformina puede ejercer un efecto sobre el feto durante la
gestacion.

Area de la Farmacologia: Farmacologia endocrina-reproductiva

Direccion de Correo: gonzalo.cruz@uv.cl
Agradecimientos: FONDECYT Iniciacion N° 111-30707, Programa
FONDECYT-CONICYT
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SIMPOSIO 8: “MICRO Y NANOENCAPSULACION
TERAPEUTICA”

Coordina: Dr. Marcos Fernandez Escobar

MICROENCAPSULACION PARA LA LIBERACION CONTROLADA DE
FARMACOS. Microencapsulation for controlled drug reléase.

Fernandez Escobar, M.

Departamento de Farmacia, Facultad de Farmacia, Universidad de
Concepcion.

La investigacion y desarrollo de sistemas farmacéuticos que
liberen el farmaco en forma controlada y continua durante largos
periodos de tiempo, resulta especialmente adecuado y necesario
en el tratamiento de enfermedades crénicas. Tal es el caso de los
sistema de liberacion controlada de farmacos, que tienen como
objetivo principal obtener una respuesta terapéutica continua y
uniforme durante el tiempo deseado, reduciendo el nimero de
administraciones y disminuyendo los efectos secundarios,
permitiendo asi un uso mas racional de los farmacos. Dentro de las
tecnologias utilizadas para la obtencién de dichos sistemas, la
microencapsulacion de farmacos en matrices poliméricas
biocompatibles y biodegradables resulta particularmente
interesante, ya que se obtiene un sistema reservorio de liberacién
controlada de farmacos en un area bioldgica confinada, el cual
desaparece del lugar de accién una vez ejercido su efecto
terapéutico. Ademds, permiten modular mas selectivamente la
liberacion del farmaco, de manera que en biofase se mantienen
niveles terapéuticos durante periodos de tiempo prolongados.

Area de la Farmacologia: Otros

Direccion de Correo: marferna@udec.cl

Agradecimientos: CONICYT Proyecto Fondecyt de Iniciacion
N°111-30387

NANOPARTICULAS PARA LA ENTREGA, TERAPIA, DIAGNOSTICO Y
TERANOSIS DE ENFERMEDADES CRONICAS. Nanoparticles for
drug delivery, therapy, diagnostic and theranostics of Chronic
Diseases.

Kogan, M.J.

Departamento de Quimica Farmacoldgica y Toxicoldgica, Facultad
de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas, Universidad de Chile.

The advent of nanotechnology has radically changed the way we
diagnose, image and treat diseases, with novel nanoplatforms
capable clinically important functions, including detecting cancer
at its earliest stages and location, as well as delivering anticancer
therapeutics specifically to tumor cells or to disaggregate toxic
aggregates of proteins (1) which is very relevant for Alzheimer’s
disease treatment. The nanotechnology approach to diseases has
focused on three main avenues: early detection; imaging for
diagnostics or assessment of targeted delivery. Also
multifunctional  therapeutics are of interest, whereby
nanoplattforms are loaded with multiple functional moieties
capable of selective targeting, imaging and delivery of specific
drugs (2-4). In relation with this is possible to mention the so
called theranostics which consist in the diagnostic and treatment
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of pathologies in a unique procedure (5). In the talk will be
discussed the potential use of different nanomaterials
multifunctionalized with different biomolecules for chronic
diseases (cancer and Alzheimer’s disease) theranostics, diagnostic
in vitro for the ultrasensible detection of biomarkers and
nanoplattorms for drug delivery. The state of the art of clinical
applications of nanomaterials in diagnostic and treatment will be
commented. References 1. ACS Appl. Mater. Interfaces, 2013, 5
(10), pp 4076-4085 2. Nanomedicine 2014 ,9, 13, 2023-2039. 3.
Current Pharmaceutical Design 2015, 21, 29, 4145-4154. 4.
Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, Volume 145, 1 September
2016, Pages 634-642 5. Biomaterials. 2016;103:265-277.

Area de la Farmacologia: Otros

Direccion de Correo: mkogan@cig.uchile.cl

Agradecimientos: Projects Fondecyt 113-0250, Fondecyt 113-
0425, Fondap 1513001

MECANISMOS CELULARES DE INTERNALIZACION DE
DENDRIMEROS PAMAM. Cellular internalization mechanisms of
PAMAM dendrimers.

Vidal, F.1, Vasquez, P.1, Diaz, C.2, Nova, D.1, Alderete, J.2,
Guzman, L.1

1. Laboratorio de Neurobiologia Molecular, Departamento de
Fisiologia, Facultad de Ciencias Bioldgicas, Universidad de
Concepcion. 2. Departamento de Quimica Orgdnica, Facultad de

Ciencias Quimicas, Universidad de Concepcion.

Loa dendrimeros de poliamidoamina (PAMAM) son polimeros
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ramificados muy utilizados como nanotransportadores de drogas,
por lo que es importante entender sus mecanismos de
internalizacion celular, debido a que esto determina su
distribucion intracelular, asociacion a organelos, cinética de
ingreso a los tejidos y liberacion de la droga. Aunque los
mecanismo de internalizacién de dendrimeros ha sido estudiado
en distintos tipos de células, en el caso de las neuronas no han
sido descritos. Dendrimeros con distinto tipo de sustituciones en
su superficie poseen distintas caracteristicas en cuanto a
encapsulaciéon de farmacos y de interacciéon con células. En este
trabajo analizamos la internalizaciéon en neuronas hipocampales
de dendrimeros PAMAM (G4) sustituidos con polietilenglicol
(PP50), acido félico (PFO) y acrilato (PAc). Nuestra aproximacion
experimental involucra el andlisis de procesos de endocitosis
mediante microscopia confocal y el uso de inhibidores especificos
para endocitosis. De esta forma confirmamos que los dendrimeros
con cargas neutras o negativas (PP50 y PAc) no son capaces de ser
internalizadosque, en cambio, los que poseen cargas superficiales
positivas (G4 y PFO) si son capaces de ingresar a neuronas
hipocampales. De acuerdo a los resultados con uso de inhibidores
y en base a colocalizacion de marcadores especificos, esto se lleva
a cabo mediante procesos asociados a clatrina y caveolina. Debido
a la alta importancia que han tomado las enfermedades
neurodegenerativas, estos resultados cobran relevancia ya que
contribuyen a formar una base de conocimiento sobre el cual
introducir variantes de nanotransportadores con capacidad de ser
internalizados en forma especifica al tejido.
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COMUNICACIONES ORALES (ORAL PRESENTATIONS)

SESION 1: INCORPORACION A LA SOFARCHI.

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE Y EFECTO ANSIOLITICO DE
EXTRACTOS SECOS ESTANDARIZADOS DE MELISSA OFFICINALIS Y
ROSMARINUS OFFICINALIS EN RATAS SPRAGUE DAWLEY.
Antioxidant activity and anxiolytic effect of standardized dry
extracts of Melissa officinalis and Rosmarinus officinalis in Sprague
Dawley rats.

Gallardo, C.A,; Letelier, M.E.

Laboratorio de Farmacologia y Toxicologia, Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacéuticas, Universidad de Chile.

Todas las enfermedades asociadas estrés oxidativo, enfermedades
neurodegenerativas, tales como Parkinson y Alzheimer, se han
asociado a estrés oxidativo, probablemente por las altas
concentraciones neuronales de cobre y hierro. Asi también
desordenes psiquidtricos, como depresion y ansiedad, se han
asociado a niveles elevados de productos de peroxidacion lipidica.
Las plantas poseen wuna gran cantidad de compuestos
antioxidantes los cuales estdn invocrudados en sus mecanismos de
defensa contra las injurias de su medio ambiente. Melissa
officinalis es una planta que se ha caracterizado por su accién
ansiolitica y Rosmarinus officinalis, por su efecto depresivo; sin
embargo, los estudios farmacoldgicos son escasos. Es por ello que
surge nuestro interés en la evaluacion de la capacidad
antioxidante y el efecto ansiolitico de la administracion de
preparados herbales de estas plantas en un modelo murino. Para
evaluar la actividad antioxidante se indujo estrés oxidativo a
través del sistema oxidante Cu“/ascorbato utilizando microsomas
hepaticos de rata. Los extractos de ambas plantas previnieron la
oxidacion de los lipidos y de los tioles microsémicos inducida por
Cu2+, tanto en presencia como en ausencia de ascorbato. Esto
indica que los principios activos presentes en estos extractos
podrian ejercer su accién antioxidante por atrapamiento de
radicales libres del oxigeno y quelando iones metdlicos que
generan ROS a través de las reacciones de Haber-Weiss y/o
Fenton. Por otra parte, ambos extractos inhibieron la actividad N-
desmetilante de aminopirina del sistema citocromo P450.
Interesantemente, ambos extractos produjeron un efecto
significativo sobre la actividad motora y exploratoria de las ratas,
lo que indica efecto ansiolitico. Estos resultados, aunque
preliminares, nos permiten avanzar en el desarrollo de nuevos
fitofdrmacos seguros vy eficaces para el tratamiento de
enfermedades psiquidtricas.
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AGENTES CON TROPISMO MITOCONDRIAL INDUCEN EFECTO
DESACOPLANTE Y APOPTOSIS SELECTIVA EN LINEAS CELULARES
DE CANCER COLORECTAL HUMANO. Mitochondriotropic agents
induce uncoupling effect triggering apoptosis selectively in human
colorectal cancer cell lines.

Catalan, M.1*, Jara, J.A.2, Rojas, D.1, Castro-Castillo, V.3,
Rebolledo, S.4, Pavani, M.1, Ferreira, J.1
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Farmacéuticas, Universidad de Chile, Santiago, Chile.
4Departamento de Quimica, Facultad de Ciencias Bdsicas,
Universidad Metropolitana de Ciencias de la Educacidn, Santiago,
Chile.

Las células tumorales presentan un elevado potencial de
transmembrana mitocondrial, alta actividad glicolitica y reducida
masa mitocondrial. Estas propiedades han hecho interesante a
este organelo como blanco farmacolégico en la busqueda y disefio
de nuevas moléculas que afecten la bioenergética de estas células.
En relacidn a los antecedentes previos, se ha descrito la utilizacion
de cationes lipofilicos, como el trifenilfosfonio, ser capaces de
conducir diversos farmacdéforos a la mitocondria. Previamente, se
disefio y utilizé derivados del 4cido gdlico adosados a una cadena
alifatica de diez carbonos unida a un trifenilfosfonio (TPP+C10). Se
evidenci6 efectos citotoxicos en diferentes células tumorales tanto
de ratén como humanas, estableciéndose como mecanismo de
accion desacoplar la fosforilacion oxidativa. En este trabajo
estudiamos nuevos farmacos, mono (SA-TPP+C10) y di-hidroxi
benzoatos (GA-TPP+C10) acoplados a una cadena de diez carbonos
unida a un grupo trifenilfosfonio para establecer actividad
citotdxica en relacion a los nimeros y posiciones de los hidroxilos
en el anillo benzoico, en lineas tumorales de cancer de colorectal.
A través del ensayo de MTT, evaluamos la citotoxicidad de estos
compuestos en las lineas celulares HCT-15, COLO 205 y CCD841
CoN. El efecto desacoplante fue evaluado a través de polarografia,
niveles de ATP por luminiscencia, potencial de transmembrana
mitocondrial a través de TMRM, activaciéon de AMPK por western
blot y la apoptosis por citometria de flujo por la tinciéon anexina
V/yoduro de propidio. Los resultados mostraron que todos los
compuestos producen efecto citotdxico en las lineas estudiadas,
en forma selectiva, provocando el desacoplamiento de la
fosforilacién  oxidativa, disminuyendo el potencial de
transmembrana mitocodrial y el ATP, activando AMPK, llevando
posteriormente a la apoptosis celular.
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LA FRAGMENTACION MITOCONDRIAL AFECTA LA ABSORCION DE
GLUCOSA DEPENDIENTE DE INSULINA MEDIANTE LA
MODULACION DE LA ACTIVIDAD DE AKT A TRAVES DE LA
CAPTACION DE ca? MITOCONDRIAL. Mitochondrial
fragmentation impairs insulin-dependent glucose uptake by
modulating Akt activity through mitochondrial ca® uptake.

del Campo, A., Parra, V., Vésquez-Trincado, C., Gutiérrez, T.,
Morales, P.E., Lopez-Crisosto, C., Bravo-Sagua, R., Navarro-
Mdrquez, M.F., Verdejo, H.E., Contreras-Ferrat, A., Troncoso, R.,
Chiong, M., Lavandero, S.
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Santiago, Chile; and Department of Internal Medicine-Cardiology,
University of Texas Southwestern Medical Center, Dallas, Texas.

Insulin is a major regulator of glucose metabolism, stimulating its
mitochondrial oxidation in skeletal muscle cells. Mitochondria are
dynamic organelles that can undergo structural remodeling in
order to cope with these ever- changing metabolic demands.
However, the process by which mitochondrial morphology impacts
insulin signaling in the skeletal muscle cells remains uncertain. To
address this question, we silenced the mitochondrial fusion
proteins Mfn2 and Opal and assessed insulin-dependent
responses in L6 rat skeletal muscle cells. We found that
mitochondrial fragmentation attenuates insulin-stimulated Akt
phosphorylation, glucose uptake and cell respiratory rate.
Importantly, we found that insulin induces a transient rise in
mitochondrial Ca" uptake, which was attenuated by silencing
Opal or Mfn2. Moreover, treatment with Ruthenium red, an
inhibitor of mitochondrial Ca® uptake, impairs Akt signaling
without affecting mitochondrial dynamics. All together, these
results suggest that control of mitochondrial Ca™ uptake by
mitochondrial morphology is a key event for insulin- induced
glucose uptake.
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EFECTO DEL ASCORBATO, DEFEROXAMINA Y N-ACETILCISTEINA
SOBRE EL TAMANO DE INFARTO EN UN MODELO MURINO DE
ISQUEMIA-REPERFUSION GLOBAL EN LANGENDORFF. Effect of
ascorbate, deferoxamine and N-acetylcisteine on infarct size in a
Langendorff global ischemia-reperfusion murine model.

Castillo, G.1, Gonziélez, J.1, Brito, R.1, Sdnchez, G.2, Prieto, J.C.3,4,
Rodrigo, R.1
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Facultad de Medicina, Universidad de Chile. 2Programa de
Fisiopatologia, Instituto de Ciencias Biomédicas, Facultad de
Medicina, Universidad de Chile. 3Programa de Farmacologia
Molecular y Clinica, Instituto de Ciencias Biomédicas, Facultad de
Medicina, Universidad de Chile. 4Centro Cardiovascular, Hospital
Clinico de la Universidad de Chile.

Introduccion. El estrés oxidativo cumple un rol central en la
fisiopatologia del infarto agudo de miocardio. El uso de
antioxidantes debiera resultar plausible para disminuir el tamafio
del infarto. Objetivo. Conocer la concentracién Optima de
ascorbato, deferoxamina y N-acetilcisteina en la disminucion del
tamafio de infarto en un modelo murino de isquemia global-
reperfusion (IR). Materiales y métodos. Los corazones de 38 ratas
(250-300 g) fueron perfundidos de forma retrégrada con Ringer
Krebs-Henseleit durante 20 minutos. Se detuvo el flujo por 30
minutos (tiempo de isquemia global) y se reperfundié por 60
minutos adicionando ascorbato (AA), deferoxamina (DFO) 6 N-
acetilcisteina (NAC)) segun los grupos (en mM): IR+AA10, IR+AAS5,
IR+AA1, IR+DFOO0,3, IR+DF00,1, IR+DF00,06, IR+DF00,03, IR+NAC1
e IR+NACO,1). Se midié el tamafio del infarto marcando con
cloruro de trifeniltetrazolio y calculando la relacién porcentual
entre area de miocardio infartado y miocardio total. Resultados. El
grupo control (sélo isquemia y reperfusion) mostré un tamafio de
infarto de un 41% (n=13). En los grupos de ascorbato fue de 66% y
28% para 10 mM (n=3) y 1 mM (n=4), respectivamente.
Deferoxamina 0,06 mM (n=3) mostré 8,8% de tamafio de infarto
en comparacion con 1 (n=3) y 0,03 mM (n=2) (19,5% y 30% de
tamafio de infarto cada grupo). Con NAC 1 mM (n=3) hubo un
tamafio de infarto de 11,8% y NAC 0,1 mM de 6% (n=1).
Conclusién. Los datos sugieren que el efecto de ascorbato fue
cardiotdxico a 5 y 10 mM y moderadamente protector a 1 mM
sobre el tamafio de infarto. Deferoxamina y N-acetilcisteina
tuvieron un marcado efecto protector a concentraciones de 0,06 y
1 mM, respectivamente. El efecto de estos antioxidantes amerita
mayor estudio para reducir el tamafio del infarto inducido por
isquemia-reperfusion. Se debe aumentar el tamafio muestral para
analisis estadistico.
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DIFERENCIA DE GENERO EN LA SENALIZACION MICROGLIAL DE
CX3CR1 DETERMINA LA SUCEPTIBILIDAD A LA OBESIDAD. Gender
differences in microglial CX3CR1 signaling determine obesity
susceptibility.

Dorfman, M.D.; Douglass, J.D.; Fasnacht, R.; Thaler, J.P.
University of Washington, Seattle WA, USA.

Obesity in rodents consuming high fat diets (HFD) is associated
with a hypothalamic injury response that includes increased
microglial activation and inflammatory signaling. Since it is
unknown whether these alterations are markers of obesity or
contributors to its pathogenesis, we investigated the metabolic
consequences of increasing microglial activation. In the CNS,
neurons tonically suppress microglial activity by producing
fractalkine (CX3CL1), which binds its receptor CX3CR1 on
microglia. Accordingly, Cx3crl knockout (KO) mice have
hyperactive microglia and increased susceptibility to CNS
inflammatory diseases. Metabolic phenotyping of KO mice and
their wild-type (WT) and heterozygous (HT) littermate controls
revealed that HFD-fed female KOs gained more weight and fat
mass than both controls. The predisposition to obesity in female
KOs resulted from reduced energy expenditure rather than altered
food intake. Consistent with their increased adiposity, female KOs
displayed mild glucose intolerance after 21 weeks on HFD. In
contrast with HFD-fed females, females fed chow and males on
either diet were metabolically indistinguishable on the basis of
genotype. Furthermore, both male HT and KOs displayed the
expected increase in hypothalamic microglial number after HFD
exposure, but only female KOs (not HTs) showed the same
microgliosis, consistent with the presence of a Cx3crl-dependent
protective mechanism in females. Conversely, administration of
the CX3CR1 ligand CX3CL1 into the CNS or overexpressing the
peptide specifically in the hypothalamus of HFD-fed males
converts them to a female-like metabolic phenotype with reduced
microglial activation and weight gain. Together, these data
implicate neuron-microglia crosstalk in modulation of energy
homeostasis and identify microglial CX3CR1 signaling as a
potential obesity therapeutic target.
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GENETICA FUNCIONAL DE EAAT3 EN TRASTORNO OBSESIVO-
COMPULSIVO. Functional Genetics of EAAT3 in Obsessive-
Compulsive Disorder.

Moya, P.R.

Laboratorio de Neurogenética, Instituto de Fisiologia, Facultad de
Ciencias, Universidad de Valparaiso.

El Trastorno Obsesivo-Compulsivo (TOC) es una enfermedad
psiquidtrica cronica, grave y debilitante. El TOC se caracteriza por
la presencia de obsesiones -pensamientos intrusivos, recurrentes y
progresivos, que generan ansiedad- y por compulsiones -rituales
mentales o conductas repetitivas que se realizan en respuesta al
pensamiento obsesivo, con el fin de aliviar temporalmente la
ansiedad. EI TOC afecta a un 2-3% de la poblaciéon mundial, siendo
por tanto uno de los trastornos psiquiatricos mas prevalentes.
Aungue su etiologia es desconocida, existe fuerte evidencia que el
TOC tiene bases genéticas, avalado por estudios de ligamiento,
casos-controles, y recientes meta-analisis. El 2009, en el estudio
de asociacién casos-controles mas grande publicado a la fecha,
identificamos variantes genéticas del gen SLC1A1, que
comprenden un haplotipo asociado significativamente con TOC, y
que ademas representan loci de rasgo cuantitativo de expresion
(eQTL) de SLC1A1 . SLC1A1 codifica para el transportador neuronal
de glutamato EAAT3, miembro de la familia de transportadores de
glutamato encargados de regular los niveles extracelulares de este
neurotransmisor, controlando asi su actividad tanto temporal
como espacial en la comunicacién entre neuronas. Respecto al
TOC, existen multiples lineas de evidencia que sugieren que el
sistema glutamatérgico esta alterado en la patologia, desde
andlisis de metabolitos en liquido cefalorraquideo de pacientes;
ensayos clinicos con farmacos antiglutamatérgicos, y estudios de
neuroimagenologia que indican alteraciones del circuito cortico-
estriado-talamo-cortical, cuya comunicacion ocurre
fundamentalmente por glutamato y GABA. Del mismo modo, dos
modelos murinos con deleciones selectivas de proteinas de
sinapsis glutamatérgicas, exhiben fenotipos tipo-compulsivos
homologables a humanos. Colectivamente, estos estudios otorgan
soporte a la hipdtesis glutamatérgica en el TOC. Nuestro objetivo
es comprender el posible rol funcional que tiene EAAT3 en la
manifestacion de conductas tipo-compulsivas. Para ello, hemos
generado ratones genéticamente modificados para manipular
EAAT3 en grupos neuronales discretos. Nuestros resultados
indican que la sobre-expresion de EAAT3, en sinapsis
glutamatérgicas, dirigida por el promotor CamKlla, resulta en un
aumento significativo de conductas tipo ansiosas y compulsivas.
Este cambio estd directamente relacionado a la sobre-expresion
por este promotor, por cuanto la sobre-expresion dirigida por
GAD65 (promotor con actividad restringida a neuronas
GABAérgicas) no gatilla cambios en la  conducta.
Interesantemente, el fenotipo de este ratdén con sobre-expresion
de EAAT3 bajo CamKlla puede ser recuperado completamente
luego de la administracion crénica oral de clomipramina (40
mg/kg, 21 dias) o fluoxetina (30 mg/kg, 21 dias), otorgando validez
predictiva a este nuevo modelo genético de TOC. Nuestros
esfuerzos actuales estan centrados en dilucidar el mecanismo a
nivel sinaptico que explicaria la aparicion de las conductas tipo
compulsivas en nuestro modelo de TOC a partir de cambios en la
expresion de EAAT3. Pretendemos posicionar a este transportador
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como una nueva diana farmacolégica para TOC.
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TGF-BETA1 REGULA A TRAVES DE FOXO1 LA DIFERENCIACION Y
LA DEFENSA ANTIOXIDANTE EN FIBROBLASTOS CARDIACOS.
FoxO1 mediates TGF-betal-dependent cardiac fibroblasts
differentiation and antioxidant defense.

Vivar, R.1,2,3, Lavandero, S.1, Chiong, M.1, Diaz-Araya, G.A.1,2
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Patologias como, infarto cardiaco, hipertension y diabetes, tienen
en comun inducir dafio al corazén y fibrosis miocardica. Los
fibroblastos cardiacos (FC) mantienen la homeostasis de la matriz
extracelular (MEC) en el corazén, mientras que frente a dafio
tisular, se diferencian y vuelven mds activos, secretando grandes
cantidades de componentes de la MEC y favoreciendo finalmente
la fibrosis cardiaca. Los mecanismos que inducen su diferenciacion
y larga permanencia en la zona dafiada post reparacién tisular,
continlia siendo materia de debate. TGF-betal es la principal
proteina asociada a diferenciacién de FC, mientras que su rol en la
supervivencia de FC no ha sido dilucidada. Respecto a esto, la
apoptosis por estrés oxidativo es uno de los mecanismos que
inducirian la desaparicion de los FC post-reparacion. Por otro lado,
FoxO1 un factor de transcripcidn involucrado en diferenciacién y
regulacién del estrés oxidativo, es importante para algunas
funciones del TGF-betal. Sin embargo, se desconoce su rol en los
efectos del TGF-betal sobre FC. Nuestros resultados sefialan que
TGF-betal regula la actividad y expresion de FoxO1, induciendo
diferenciacion de FC (expresion de proteinas profibréticas, mayor
capacidad contréctil y menor capacidad proliferativa), lo cual fue
inhibido por el silenciamiento y potenciado por la sobreexpresion
de FoxO1. Por otro lado, TGF-B1 previno la apoptosis inducida por
estrés oxidativo (H202), paralelo a mayor expresion de SOD2 y
Catalasa. El silenciamiento de ambas enzimas antioxidantes
inhibié los efectos citoprotectores del TGF-betal. Ademas, los
efectos antiapoptético/antioxidante del TGF-betal fueron
prevenidos por el silenciamiento y potenciados por la
sobreexpresién de FoxO1. En conjunto estos resultados sugieren a
FoxO1 como un novedoso blanco farmacoldgico en la prevencion
de la fibrosis cardiaca inducida por TGF-B1 en diversas patologias.

Area de la Farmacologia: Farmacologia cardiovascular

Direccién de Correo: raulvivar@med.uchile.cl

Agradecimientos: Proyecto Postdoctoral #3130657 (CONICYT)
Concurso Ayuda Viajes 2016 (Universidad de Chile).

Socio Patrocinante: Dr. Guillermo Diaz-Araya

Rev. Farmacol. Chile (2016) 9 (2)

de

Farmacologia
Chile

SESION 2: INCORPORACION A LA SOFARCHI.

ANALISIS DE MUTACIONES CAUSANTES DE HIPEREKPLEXIA,
USANDO LA ESTRUCTURA ATOMICA DEL RECEPTOR DE GLICINA
HUMANO. Examination of the hiperekplexia phenotype in the x-
ray structure of the human glycine receptor al subunit.

Moraga-Cid, G., Sauguet, L., Huon, C., Malherbe, L., Girard-Blanc,
C., Petres, S., Murail, S., Taly, A.,, Baaden, M., Delarue, M.,
Corringer, P.J.

Universidad de Concepcion. Instituto Pasteur, 75015 Paris,
Francia. Universidad Paris Diderot 75015 Paris, Francia.

El receptor de glicina (RGli) es un canal idnico activado por ligando
pentamérico (pLGICs) que cumple un rol clave en la modulacion de
la transmisién inhibitoria en el sistema nervioso central. El canal
funcional estd formado por el ensamble de 5 subunidades
idénticas (homopentameros) o diferentes (heteropentameros).
Cada subunidad presenta un dominio de unién a ligando en su
porcidn extracelular (ECD), 4 dominios transmembrana (TMD1-4)
responsables de la formacién del poro acuoso y un largo dominio
intracelular conectado los TMD3 y TMD4. Los TMD han sido
caracterizados como importantes blancos de accién de variadas
moléculas moduladoras tales como etanol y anestésicos generales.
En la misma linea, los TMD son el mayor locus para mutaciones
congénitas causantes de la enfermedad de sobresalto o
hiperekplexia, cuyo efecto es la alteracion de la transicion
alostérica durante los procesos de activacion o desensibilizacion.
Recientemente, hemos reportado una quimera funcional entre el
ECD del receptor procarionte GLIC y los TMDs de la subunidad alfa
1 del RGIi. En este trabajo, la estructura atomica de esta quimera
fue resuelta a 3.5A. La estructura tridimensional de los TMDs
muestra la orientacidn y la interaccion de aminoacidos claves para
los mecanismos de activacidon del receptor, ademas de aquellos
formando los bolsillos de unién a etanol. Andlisis funcionales de
mutaciones en estos aminodcidos se correlacionan con la perdida
en estas interacciones y la subsecuente alteracién de la transicién
alostérica. De esta forma, la combinacion de datos estructurales y
funcionales ha permitido sugerir un modelo estructural de los
efectos de una serie de mutaciones causantes de hiperekplexia, asi
como un mecanismo molecular que explican los efectos
moduladores de etanol en el RGli. Finalmente, esta primera
estructura atomica de los TMDs del RGli permite abrir nuevas
lineas de investigacion tendientes al disefio de nuevas farmacos
alostéricos del RGli.

Area de la Farmacologia: Farmacocinética

Direccién de Correo: gumoraga@udec.cl

Agradecimientos: Fondation pour la Recherche Medicale.
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SESION 2: INCORPORACION A LA SOFARCHI.

INTERACCION DE CATIONES BIVALENTES: COBRE Y MAGNESIO
CON METADONA EN UN MODELO DE DOLOR NEUROPATICO EN
EL RATON. Interaction divalent cation: copper and magnesium
methadone in a model of neuropathic pain in mouse.

Gonzalez, V.1, Pelissier, T.1, Lépez, J.1, Hernandez, A.2,
Constandil, L.2

1Programa de Farmacologia Molecular y Clinica, ICBM, Facultad de
Medicina, Universidad de Chile; 2Laboratorio de Neurobiologia,
Facultad de Quimica y Biologia, Universidad de Santiago de Chile

El cobre y el magnesio son minerales trazas que participan en
diversos procesos fisioldgicos como cofactores enzimaticos y
moduladores de la excitabilidad neuronal del sistema nervioso
central. Ambos minerales han mostrado efectividad como
analgésicos en modelos de dolor agudo, sin embargo, su efecto en
el alivio de dolores neuropaticos no ha sido comprobado. El
objetivo de este trabajo fue investigar si el cobre y magnesio
presentan efectos antinociceptivos y/o si estos potencian el efecto
de la metadona, un opioide cominmente usado en clinica como
analgésico en dolores crénicos. Para esto, se estudiaron los
efectos antinociceptivos de cobre, magnesio, la interaccion entre
ellos y la interaccion con metadona, en un modelo de dolor
neuropatico en el ratén generado por la seccidn del nervio sural. El
CuSO, (10 mg/kg, i.p.), MgS0O,4 (300 mg/kg, i.p.) y metadona (3
mg/kg, i.p.) presentaron un efecto antinociceptivo durante 60
minutos, evaluado en el test de hot-plate. La administracion
crénica por 7 dias de CuSO, y MgSO, mediante bomba Alzet®,
mostré que la actividad antinociceptiva de ellos perdura mas alla
de la entrega de los farmacos, siendo de 7 dias para el CuSO,4 y 3
dias para el MgSO,. Las asociaciones CuSO,/MgSO, y
MgS0,/metadona fueron de tipo supra-aditivo, mostrando en el
isobolograma, un indice de interaccion de 0.488 y 0.632
respectivamente, mientras que CuSO4/metadona fue solamente
aditiva, con un indice de interaccion de 1.148. Estos estudios
preclinicos sugieren que los iones Cu>" y Mg®* podrian utilizarse en
el tratamiento de dolores crénicos y debido a que Mg2+ potencia el
efecto analgésico de metadona, esta asociacion permitiria
disminuir la dosis de este opioide en clinica y por consiguiente sus
efectos secundarios.

Area de la Farmacologia: Farmacocinética

Direccién de Correo: val.isabel.gonzalez@gmail.com
Agradecimientos: Financiado por Proyecto CEDENNA FB0807 y
DICYT 021543CC
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SESION 2: INCORPORACION A LA SOFARCHI.

INFLUENCIA DE LA GLICOSILACION EN LA PRODUCCION DE
BIOFARMACOS RECOMBINANTES. Glycosylation and
biopharmaceuticals production.

Montesino, R.

Laboratorio de Biotecnologia y Biofarmacos, Departamento de
Fisiopatologia, Facultad de Ciencia Bioldgicas, Universidad de
Concepcion.

La seleccién de los sistemas de expresion para la produccion de
biofarmacos ha estado determinada por la posibilidad de
manipular genéticamente las células hospederas, su capacidad
para realizar modificaciones post-traduccionales acorde a los
requerimiento del biofdrmaco, los niveles de expresion de la
proteina de interés y los costos asociados a su produccion. Estos
aspectos han sido motivo de investigacion y desarrollo con el
objetivo de adecuar los sistemas de expresion y las condiciones de
cultivos para obtener lineas celulares que expresen biofarmacos
con incrementada actividad bioldgica. Se conoce que la
glicosilacion, es una modificacion co/post-traduccional presente
en la mayoria de los biofdrmacos mediante la cual se enlazan
cadenas de carbohidratos a las asparaginas presentes en el sequon
Asn-X-Ser/Thr. Esta modificacion enzimatica, célula especifica, que
ocurre durante la sintesis y secrecidon de las proteinas, puede
modular la actividad bioldgica de las biofarmacos. El desarrollo de
lineas celulares productivas con modificacion en la ruta de
secrecion, mediante la introduccion de enzimas
glicosiltransferasas y glicosidasas ha posibilitado la generacion de
nuevos sistemas productivos de biofarmacos con actividad
bioldgica potenciada.

Area de la Farmacologia: Otros

Direccion de Correo: rmontesino@udec.cl

Agradecimientos: Universidad de Concepcién, Facultad de
Ciencias Bioldgicas. Proyecto Fondef 1D14110335

Socio Patrocinante: Dr. Jorge Roberto Toledo
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SESION 1: COMUNICACION ORAL LIBRE.

PROPOLEOS COMO COADYUVANTE EN EL PROCESO DE
CICATRIZACION DE HERIDAS DE PIE EN PACIENTES DIABETICOS
DEL POLICLINICO DE ESPECIALIDADES DEL HOSPITAL REGIONAL
DE TALCA. Propolis as adyuvant in the healing of human diabetic
foot ulcer receiving care the Polyclinic of Specialties Regional
Hospital of Talca.

Zuiiga-Hernandez, J.1; Orrego, R.2,3; Mujica, V.4; Fuentealba, R.5;
Ovalle, P.6; Leiva, E.7

1Unidad de Farmacologia Clinica, Escuela de Medicina,
Universidad de Talca, Talca, Chile. 2Departamento de Bioquimica
Clinica e Inmunohematologia, Facultad Ciencias de la Salud,
Universidad de Talca, Talca, Chile. 3PIEI-ES, Universidad de Talca
4Escuela de Medicina, Universidad Catdlica del Maule, Talca, Chile.
S5Programa de Doctorado en Investigacion y Desarrollo de
Productos Bioactivos, Universidad de Talca, Chile. 6Departamento
de Investigacion, Laboratorio Rotterdam LTDA, San Javier, Chile.
7Laboratorio Clinico Loncomilla LTDA, Talca, Chile.

En Chile (2014), 3.466 pacientes diabéticos sufrieron amputacion,
y mas de 16.000 fueron tratados por ulceras del pie. En USA se
estima que se gastan mas de 10,9 billones de dodlares, entre
tratamiento de Ulceras y amputaciones de pies. Esta es una
patologia compleja, multifactorial, de dificil manejo que causa
importante morbilidad e invalidez. Propdleos, una resina
producida por las abejas, con efectos antiinflamatorios,
antimicrobianos y antioxidantes, ha sido usado en forma oral o
tépica en modelos murino y humano, mejorando la cicatrizacion
de heridas. Objetivo: Evaluar el efecto de la administracién de
extracto de propdleos producido en la Region del Maule, como
coadyuvante en el tratamiento de heridas de pies en pacientes
diabéticos del Policlinico de Especialidades del Hospital Regional
de Talca. Pacientes y Métodos: 31 pacientes con heridas de pie
ingresaron aleatoriamente al estudio, todos mantuvieron
curaciones habituales entre 2 y 3 veces por semana; 20 recibieron
propdleos sobre la herida durante la curacion y 11 fueron
controles, al final 3 pacientes se excluyeron. Se obtuvieron
muestras de sangre y tejido a los 0, 15 y 75 dias (o antes en caso
de cierre de la herida) para medir marcadores de inflamacion,
estrés oxidativo y cicatrizacion. Resultados: Los pacientes tratados
con propdleos muestran una disminucion significativa del area de
la herida (-4 cm vs -3 cm; p<0,05); a nivel tisular se observéd una
disminucion de los niveles de TNF-a, e incremento de los niveles
de IL-10 y GSH. A nivel sérico no hubo diferencias. Conclusién: La
administracion tépica de propdleos contribuye a la curacion de
heridas de pie diabético, disminucién de actividad inflamatoria y
mejora del proceso de cicatrizacion.

Area de la Farmacologia: Farmacologia de Productos Naturales

Direccion de Correo: jezuniga@utalca.cl
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COMUNICACIONES EN PANELES (POSTER PRESENTATIONS) SESION 1

01- MODULACION DEL CANAL DE IONES TRPMS POR
FOSFORILACION. Modulation of the TRPMS8 ion channel by
phosphorylation.

Lavanderos, B.1; Rivera, B.1; Campos, M.1; Madrid, R.1 y Pertusa,
M.1

Departamento de Biologia, Facultad de Quimica y Biologia,
Universidad de Santiago de Chile.

TRPM8 es un canal de iones permeable a calcio, activado por frio,
por voltaje, y por compuestos refrescantes como el mentol, siendo
la principal entidad molecular responsable de la transduccién del
frio en el sistema somatosensorial. Algunos estudios han sugerido
que la funcién de TRPM8 podria modularse por la fosforilacion del
canal, mds especificamente, por la activacion de la proteina
quinasa C (PKC). Sin embargo, a pesar de la relevancia de TRPM8
en la transduccion del frio y en patologias como el cancer y el
dolor neuropatico e inflamatorio, las bases moleculares de este
tipo de modulacién postraduccional todavia se desconocen. En
este trabajo hemos estudiado la respuesta de TRPM8 después del
tratamiento con activadores e inhibidores de quinasas, tanto en
neuronas termorreceptoras, como en células HEK293
transfectadas con el canal. Utilizando imagen de calcio, hemos
encontrado que la inhibicidn de quinasas utilizando
estaurosporina causa un aumento en la respuesta de TRPM8 a frio
y mentol, sugiriendo que esta proteina estd fosforilada en
condicion basal regulando negativamente su respuesta. La
activacion de la PKC con forbol-12-miristato-13-acetato produce
una importante reduccién de las respuestas del canal a frio y
mentol, indicando que esta quinasa es un importante modulador
de la funcién de TRPM8. Estos resultados fueron corroborados en
termorreceptores de frio corneales, donde el tratamiento con
PMA redujo la frecuencia de disparo basal y la respuesta al frio en
estas neuronas, ambas dependientes de TRPMS. Estos resultados
sugieren que algunas quinasas, entre ellas PKC, son parte de un
mecanismo relevante de modulacién reversible de la funcién de
TRPM8 en el sistema somatosensorial.

Area de la Farmacologia: Farmacologia molecular

Direccidn de Correo: maria.pertusa@usach.cl

Agradecimientos: Financiado por FONDECYT 111-30144 (MP),
116-1733 (RM) CONICYT 211-61660 (BR), y Anillo CONICYT ACT-
1113 (RM, MP).

02- DISENO Y DESARROLLO DE DOS EJERCICIOS PARA
GUIAR LA ENSENANZA DE LA FARMACOLOGIA EN LA FACULTAD
DE MEDICINA, UNAM. Design and development of two exercices
to guide the teaching of pharmacology in medicine school, UNAM.

Magos-Guerrero, G.A.1; Santiago, J.2; Marin, Y.3; Escobar, J.L.4;
Segura, C.5.; Carrasco, O.F.5

1llefatura de Farmacologia, Departamento de Farmacologia,
Facultad de Medicina, UNAM. 2Coordinacién de Evaluacion,
Departamento de Farmacologia, Facultad de Medicina, UNAM. 3
Departamento de Farmacologia, Facultad de Medicina, UNAM. 4
Laboratorio de Fitofarmacologia, Departamento de Farmacologia,
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Facultad de Medicina, UNAM. 5Coordinaciéon de Ensefianza,
Departamento de Farmacologia, Facultad de Medicina, UNAM.

Con el propédsito de orientar el estudio, la ensefianza y la
evaluacion de la farmacologia médica se realizaron dos sesiones
farmacoldgicas interactivas, digitalizadas intituladas:
“Farmacologia de la Hipertension Arterial Sistémica” (HAS) y
“Farmacologia de los Medicamentos Antituberculosis” (FMT).
Cada una de las sesiones se aplico, dentro de un tiempo de tres
horas programado para su realizacién, a 1058 alumnos de la
Facultad de Medicina, UNAM, generacién 2015-2016. Para
conocer la opinidn de los estudiantes, al término de cada sesion se
les aplicé un cuestionario de 31 reactivos. Del total de alumnos,
60% voluntariamente contestaron el cuestionario. Los resultados
muestran que ambos ejercicios fueron bien recibidos, sobre todo
si se comparan con el resto de las 30 sesiones que no fueron
desarrolladas en la propia Facultad. Se encontré una relacién
lineal entre la proporcion de la sesion revisada y la calificacion
otorgada por los estudiantes. Los alumnos que realizan mas del
80% de cada sesidn, otorgan las mads altas calificaciones
aprobatorias en cada categoria evaluada, y que los alumnos que
realizaron menos del 60% de las sesiones, dan calificaciones mas
bajas, incluso reprobatorias. La sesion FMT fue la mejor evaluada y
en opinién abierta de los alumnos, fue significativamente mejor
por requerir menos tiempo para realizarse, claridad, empleo de
literatura en espafiol y amigabilidad del programa. Los autores de
este trabajo concluimos que es valioso desarrollar material
didactico adecuado a los contenidos tematicos programados,
debido a que ofrece varias ventajas: es facilmente perfectible; se
adapta a las necesidades requeridas por nuestro programa;
contribuye a dirigir adecuadamente el estudio de los estudiantes,
la ensefianza de los profesores y la evaluacion sumativa y
formativa pertinente a la medicina.

Area de la Farmacologia: Educacion en farmacologia

Direccion de Correo: gamagos@unam.mx
Agradecimientos: Proyecto aprobado por la UNAM. PAPIME-26-
PE204915

03- EFECTO DE LA N-SUSTITUCION DE LA LORCASERINA
SOBRE LAS AFINIDADES POR RECEPTORES 5-HT2. Effect of N-
substitution of lorcaserin on 5-HT2 receptor affinities.

Acevedo-Fuentes, W.A.1; Brea, J.2; Loza, M.I. 2: Cassels, B.K.1

1 Laboratorio de Quimica Biodindmica, Departamento de Quimica,
Facultad de Ciencias, Universidad de Chile. 2 Centro de
Investigacion en Medicina Molecular y Enfermedades Cronicas,
Universidad de Santiago de Compostela.

La lorcaserina  [(S)-7-cloro-1-metil-3-benzacepina] es un
anorexigeno aprobado por la FDA que funciona activando
receptores 5-HT2C. En el trascurso de su desarrollo se exploraron
distintos patrones de sustitucion en diversas posiciones de la
molécula, pero ni las patentes respectivas ni las publicaciones
cientificas ulteriores muestran los efectos de la sustitucién en el
atomo de nitrégeno. Un aspecto que domind estos estudios fue la
busqueda de selectividad 5-HT2C/5-HT2A que solo se logré en un
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grado moderado, limitando su empleo a casos de obesidad
morbida o sobrepeso asociado con otras patologias. Se sabe que la
N-bencilacién de agonistas 5-HT2 tales como feniletilaminas o
triptaminas se asocia con aumentos de diez o0 mds veces de su
afinidad por estos receptores. Postulamos entonces que esta
modificacion de lorcaserina y analogos originaria un aumento
similar de las afinidades de estos productos. Sintetizamos una
serie de 15 derivados de lorcaserina N-sustituidos con grupos alilo,
bencilo, 2-hidroxibencilo y 2-metoxibencilo, de su andlogo sin
cloro, de su derivado metoxilado en el C-8, del metoxiderivado sin
cloro y del precursor de este ultimo con un metileno en lugar del
metilo. Se determind su capacidad de desplazar radioligandos
([1H]ketanserina y [1H]mesulergina) desde receptores humanos 5-
HT2A, 5-HT2B y 5-HT2C expresados establemente en células CHO y
Hela. Todos los derivados menos los N-2-hidroxibencilados
mostraron una disminucién importante en dos ultimos subtipos
pero un aumento leve en los receptores 5-HT2A, especialmente en
el caso de la lorcaserina. Inesperadamente, los derivados N-2-
hidroxibencilados evidenciaron una mayor disminucién de afinidad
por los receptores 5-HT2A. Esta observacién se contrapone con lo
que se sabe de los derivados andlogos de feniletilaminas
alucinégenas y podria contribuir al desarrollo de nuevos
anorexigenos con menores efectos colaterales.

Area de la Farmacologia: Farmacoquimica
Direccion de Correo: bcassels@uchile.cl
Agradecimientos: Proyecto FONDECYT 1150868
Socio Patrocinante: Dr. Miguel Ivdn Reyes Parada

04- EVALUACION DEL POSIBLE POTENCIAL
ANTIATEROSCLEROTICO DE PRODIGIOSINAS BACTERIANAS.
Evaluation of possible antiatherosclerotic potential of bacterial
prodigiosins.

Cuevas, A.1,2; Saavedra, N.2; Silva, J.C.3; Cavalcante, M.F.3;
Salazar, L.A.2; Abdalla, D.S.3

1 Departamento de Ciencias Preclinicas, Facultad de Medicina,
Universidad de la Frontera; 2 Centro de Biologia Molecular &
Farmacogenética, Departamento de Ciencias Bdsicas, Facultad de
Medicina, Universidad de La Frontera, Temuco Chile; 3
Departamento de Analises Clinicas y toxicologicas, Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S3o Paulo.

Introduccidn: Las prodigiosinas son una familia de pigmentos rojos
de origen bacteriano, caracterizados por tener en comun un
esqueleto pirrolilpirrometano. Ha sido demostrado que poseen
actividad antiproliferativa e inmunomoduladora, destacando la
modulacién de linfocitos T. La aterosclerosis es una patologia
inmunoinflamatoria cuya progresién se asocia con inmunidad
adaptativa, demostrandose que la presencia de linfocitos Th-1
induce un fenotipo proaterosclerdtico y linfocitos Th-2 o T-reg uno
antiaterosclerdtico. Asi, el objetivo de este trabajo fue evaluar el
efecto de prodigiosina y undecylprodigiosina en ensayos in vitro
asociados a procesos relacionados con aterosclerosis y evaluar el
efecto del tratamiento oral con prodigiosina o undecylprodigiosina
sobre marcadores séricos de linfocitos Th-1/Th-2 en ratones
C57BL/6 LDLR-/-. Resultados: El tratamiento con 2 a 8 uM de
prodigiosina o undecylprodigiosina demostré inhibir de forma
dosis dependiente la migracién de células endoteliales y de
musculo liso (p<0.05), asi como también la formacion de
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estructuras capilares en un ensayo de angiogénesis en matrigel
(p<0.01). Por otra parte, ambos tratamientos demostraron tener
un efecto acotado sobre la captacion de particulas de Dil-LDL(-)
(electronegativa) por parte de macréfagos derivados de monocitos
THP-1 (-17%, p<0.01). El tratamiento oral con prodigiosina (50 y
500 pg/kg/dia) demostrd inhibir significativamente Tnf-alfa (-43%),
Inf-gamma (-93%), II-2 (-60%) e Il-4 (-99%). Undecylprodigiosina
logré inhibir significativamente Inf-gamma (-66% con dosis de 50 y
500 pg/kg/dia), 1I-5 (-69% con 500 pg/kg/dia) e 1I-2 (-48% con 50
ug/kg/dia) e incrementar la concentracién de II-4 con 500
ug/kg/dia de tratamiento (83%, p<0.05). Conclusion: las
prodigiosinas bacterianas modifican favorablemente la respuesta
de células implicadas en la fisiopatologia de la aterosclerosis y
modulan la expresiéon de citosinas asociadas a linfocitos T-
colaboradores, con un sesgo hacia un fenotipo antiaterosclerético.

Area de la Farmacologia: Biotecnologia
Direccion de Correo: alejandro.cuevas@ufrontera.cl
Agradecimientos: Proyecto Fondecyt Iniciacién N2111-40906

05- MODIFICACION DE LA GLICOSILACION DE HEPO
RECOMBINANTE EXPRESADA EN CELULAS EPITELIALES DE
GLANDULA MAMARIA. Modification of the glycosylation of
recombinant hEPO expressed in mammary gland epithelial cells.

Leiva, M.J., Montesino, R., Jiménez, S.P., Toledo, J.R.

Laboratorio de Biotecnologia y Biofarmacos, Departamento de
Fisiopatologia, Facultad de Ciencias Bioldgicas. Universidad de
Concepcion.

La glicosilacion o adicién de oligosacaridos a la secuencia de una
proteina es una de las modificaciones post-traduccionales de
mayor complejidad. El patron de glicosilacion influye en la
actividad bioldgica y la vida media in vivo de una glicoproteina, por
esto la produccién de gran parte de los biofarmacos proteicos de
uso terapéutico en su forma activa requiere de la maquinaria
biosintética de células de mamiferos que imitan la glicosilacién
humana. En los Ultimos afios la expresion de proteinas
recombinantes en leche de mamiferos ha sido ampliamente
estudiada. Sin embargo, la gldndula mamaria posee una
maquinaria de glicosilacién limitada que genera diferencias en el
patrdn de glicosilacion de las proteinas recombinantes secretadas
en leche en comparacién a su contraparte nativa. Estas diferencias
limitan la utilizacién de este atractivo sistema de expresion a
proteinas cuya actividad bioldgica no esté comprometida con un
patron de glicosilacion especifico. Estudios previos han
demostrado que el patrén de glicosilacion puede ser controlado
intracelularmente mediante la modulacién de la expresion de las
enzimas glicosiltransferasas. En el presente trabajo logramos
modificar el patrén de glicosilacion de una variante de hEPO
recombinante in vivo mediante la sobre-expresion de GnTasa IV
en glandula mamaria de cabras. Estos resultados sugieren que es
posible “humanizar” el patrén de proteinas recombinantes
secretadas a la leche mediante modificacién enzimatica de la
glandula mamaria.

Area de la Farmacologia: Biotecnologia

Direccion de Correo: mariajleiva@udec.cl
Agradecimientos: VIU 130056
Socio Patrocinante: Dr. Jorge Toledo Alonso
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06- EFECTO PROTECTOR DE LA HORMONA DE
CRECIMIENTO SOBRE LA BIOENERGETICA MITOCONDRIAL EN UN
MODELO MURINO DE ENVEJECIMIENTO ACELERADO. Protective
effect of growth hormone on mitochondrial bioenergetic in a
murine model of accelerated aging.

Forman, K.1,2, Vara, E.3, Garcia, C.3, Kireev, R.4, Cuesta, S.4,
Tresguerres, J.A.F.4

1 Departamento de Nutricion y Dietética, Facultad de Farmacia,
Universidad de Concepcion, Chile. 2 Centro de Microscopia
Avanzada, CMA BIO BIO, Universidad de Concepcién, Chile. 3
Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular, Facultad de
Medicina, Universidad Complutense de Madrid, Espafia. 4
Departamento de Fisiologia, Facultad de Medicina, Universidad
Complutense de Madrid, Espaiia.

El envejecimiento se asocia con alteraciones en la estructura y
funcion cardiovascular. El estrés oxidativo, la disminucién del
numero de mitocondrias funcionales y los procesos inflamatorios
son procesos vitales para su instauracion. El objetivo de este
trabajo fue investigar el efecto protector de la administracion de
hormona de crecimiento (GH) sobre la bioenergética mitocondrial
y sobre el contenido de ATP cardiaco en un modelo murino de
envejecimiento acelerado. Se utilizaron 16 ratones SAMP8 macho
de 10 meses de edad que se dividieron aleatoriamente en dos
grupos: un grupo a los que se les administr6 GH (2mg/kg/dia)
(Omnitrope-Sandoz, Espafia) via subcutdnea y otro grupo control
viejo no tratado. Como control joven se utilizd un grupo de
ratones de 2 meses de edad. Finalizado el tratamiento, se
extrajeron los corazones y se determind la actividad mitocondrial
(complejos I, 11, Il y IV) y el contenido de ATP mediante técnicas
espectrofotométricas. Los resultados fueron analizados con
pruebas de ANOVA de dos vias (Statgraphics Plus 5.1). La edad
redujo significativamente la actividad de los complejos
mitocondriales e indujo una menor produccién de ATP en el
corazén de los ratones SAMP8-viejos. GH fue capaz de mejorar la
bioenergética mitocondrial alterada por el envejecimiento e
incrementar el contenido de ATP, este efecto podria estar
mediado al menos en parte por el aumento de la actividad
antioxidante ejercida por GH o por la normalizacién de los niveles
de 6xido nitrico y de iNOS inducidos por la hormona.
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07- LA LOVASTATINA PREVIENE EFECTOS INDUCIDOS POR
LDL-OX EN CELULAS DE CANCER CERVICO-UTERINO. The
lovastatin prevents effects induced by oxLDL on cervix-uteri cancer
cells.

Cifuentes, P.1, Gonzdlez, 1.1, Sandoval, F.A.1, Cerro, R.P.1,
Gutiérrez, N.1, Espinoza, F.l.1, Gonzalez-Horta, E. E.1, Rodriguez,
F.S.1, Vargas, Y.1, Toledo, J.R.1

Laboratorio de Biotecnologia y Biofarmacos, Departamento de

Fisiopatologia, Facultad de Ciencias Bioldgicas, Universidad de
Concepcion.
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Las estatinas son drogas conocidas por disminuir el colesterol
circulante al inhibir una de las principales enzimas de la via del
mevalonato, la 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa (HMGCR).
Estudios recientes demuestran que algunas estatinas disminuyen
el crecimiento tumoral asociado al arresto del ciclo celular y
posterior apoptosis en diversos tipos de cancer. Ademads, se ha
observado que las estatinas lipofilicas bloquean la interaccién de
la lipoproteina de baja densidad oxidada (LDL-0x) con su receptor
(LOX-1), los cuales se encuentran aumentados en céncer. El
objetivo de este trabajo fue analizar el efecto de tratamientos con
lovastatina y LDL en su forma nativa y oxidada, en la expresidon de
marcadores de invasién tumoral en la linea celular de cancer
cérvico-uterino Hela. El andlisis del bloqueo del receptor LOX-1
con lovastatina se realizé marcando las LDLs nativa y oxidada con
la sonda fluorescente infrarroja DiR (DilC18) en células Hela que
expresan el trazador fluorescente infrarrojo IRFP682. Luego, se
analizé el efecto de tratamientos con ambas LDLs y lovastatina en
la expresién de marcadores de invasién tumoral in vitro. Para
estudiar el bloqueo in vivo se realizaron xenografts subcutaneos
de células Hela en ratones hembras inmunodeficientes. Se
realizaron inyecciones intravenosas por la cola de las LDL-DiR y
lovastatina en tumores de 1 mm3 realizandose registros cada 5
dias en el equipo LI-COR Pearl Impulse. Los resultados obtenidos
indican que existe un aumento en la expresion de marcadores de
invasion tumoral asociados a una mayor captacién de LDL-ox y no
de LDL nativa, situacidon que es prevenida al utilizar lovastatina en
ensayos in vitro e in vivo.
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08- EFECTO DE LA COMBINACION ENTRE DFMO Y
FARMACOS ANTITUMORALES SOBRE LA PROLIFERACION DE
CELULAS DE CANCER DE PULMON DE CELULAS NO PEQUENAS
(NSCLC). Effect of the combination of DFMO and anti-tumor drugs
on proliferation of cells of non-small cell lung cancer (NSCLC).

Lopez, F. J.; Arce, P.C.; Leiva, M.; Lépez, R.A.

Laboratorio de Farmacologia y Fisiopatologia Pulmonar, Instituto
de Farmacologia y Morfofisiologia, Facultad de Ciencias
Veterinarias, Universidad Austral de Chile.

Las poliaminas putrescina, espermidina y espermina, son
fundamentales en los procesos de crecimiento, desarrollo,
diferenciacion y apoptosis celulares. Difluorometilornitina (DFMO)
es un inhibidor irreversible de la Ornitina Descarboxilasa (ODC),
enzima limitante del metabolismo de las poliaminas. La
monoterapia con DFMO ha demostrado tener buen efecto sobre
las células tumorales. Asi mismo, esta ampliamente descrito el uso
de como Gemcitabina para el tratamiento del cancer de pulmén
de células no pequefias (NSCLC); y de Carboplatino, Paclitaxel y
Pemetrexed como agentes quimioterapéuticos en el tratamiento
del cancer, en general. En base a lo descrito anteriormente, se
postuld6 que la combinacién de DFMO con drogas
quimioterapéuticas, presenta efecto sinérgico sobre células de
NSCLC, afectando la proliferacién in vitro. La linea celular H1975
de NSCLC fue sembrada en placas de 96 pocillos e incubada a 37°C

69


mailto:forman_diaz@yahoo.es
mailto:pauli.cifuentes13@gmail.com

SO Nsssean

FAR Pde

CHI

en una atmoédsfera humeda al 5% de CO2. Posteriormente, las
células fueron expuestas a la combinacién de las drogas con DFMO
en 8 concentraciones decrecientes durante 96 horas. Se realizd
ensayo de MTT y se midid la absorbancia a 570/690 nm. Los
resultados fueron analizados por GraphPad Prism 6 Software para
los efectos individuales y por Combenefit 2 Software para los
efectos combinados de ambos farmacos. Contrario a lo esperado,
en el andlisis de sinergia usando el método de BLISS, se
observaron resultados variables, predominando un leve efecto
antagonico en ciertas concentraciones de las combinaciones de
drogas quimioterapéuticas con DFMO en las células H1975. Estos
datos son la base de nuevos estudios de combinaciones de
farmacos en células H1975.
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09- ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD NEUROPROTECTORA DE
ERITROPOYETINA HUMANA RECOMBINANTE GENERADA EN LA
GLANDULA MAMARIA DE CABRA. Study activity recombinant
human erythropoietin neuroprotective generated in mammary
goat.

Villagran, R., Sotomayor, K., Montesino, R., Leiva, M.J., Toledo, J.R.

Laboratorio de Biotecnologia y Biofarmacos, Depto. Fisiopatologia,
Facultad de Biologia, Universidad de Concepcién.

Actualmente existe una problemdtica en cuanto a la efectividad
con los tratamientos tempranos ante un accidente
cerebrovascular (ACV). Este evento fisiopatoldgico agudo genera
una alta mortalidad; ademas de los efectos secundarios graves
que en su mayoria son invalidantes. Por lo que surge la necesidad
de un tratamiento que sea efectivo a corto plazo, tras sufrir el
infarto cerebral. Una posible solucién a esta problemética es el
uso de la Eritropoyetina (EPO), ya que es un biofarmaco que posee
un tropismo a nivel cerebral, se encuentran receptores de este en:
neuronas, astrocitos y vasos sanguineos cerebrales, y aun mds
importante, genera una disminucion del dafio en la zona periférica
al infarto. Sin embargo, la neuro EPO posee un patrén de
glicosilaciéon diferente a la EPO mayormente tetra-antenaria y
tetra-sialilada circulante con actividad hematopoyética. En nuestro
grupo de investigacion, hemos desarrollado una variante de EPO
recombinante expresada en la glandula mamaria de cabras, con un
patron de glicosilacion similar a la neuro EPO. Esta diferencia
estructural, también produce diferencia a nivel funcional, ya que al
ser administrada via endovenosa, posee un tiempo de vida media
menor al de la EPO nativa, reduciendo asi, su actividad
hematopoyética y por ende, posibles complicaciones, como
poliglobulia, aumento del hematocrito, que puede llevar a
hipertensiéon y formacién de trombos. En presente trabajo, se
muestra la accion de la EPO expresada en glandula mamaria en
células pc-12 (modelo neuronal). Observando su efecto en
condiciones hipdxicas, de estrés oxidativo y deprivacion de
glucosa.
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10- CRECIMIENTO DE CELULAS (C2C12 EN SEIS
FORMULACIONES BIOPOLIMERICAS DE ALGINATO DE CALCIO,
EXCIPIENTES PLASTIFICANTES Y GELIFICANTES. Growth of C2C12
cells in six biopolymeric formulations of calcium alginate,
plasticizers and gelling agents.

Brown, D.l.1; Weinstein-Oppenheimer, C.2; Pino, K.1; Orellana, N.
2; Sanchez, E.3; Acevedo, C.3,4

1 Unidad de Biologia de la Reproduccién y del Desarrollo, Instituto
de Biologia, Facultad de Ciencias, Universidad de Valparaiso. 2
Escuela de Quimica y Farmacia, Facultad de Farmacia, Universidad
de Valparaiso. 3 Centro de Biotecnologia Daniel Alkalay,
Universidad Técnica Federico Santa Maria. 4 Departamento de
Fisica, Universidad Técnica Federico Santa Maria.

La recuperacion, asi como la produccién de musculo esquelético
comprometen estudios bdsicos de biologia regenerativa que
permitan su utilizacion en ingenieria de tejidos como solucién
terapéutica y/o producir musculo esquelético como carne
consumible. La combinacién de biopolimeros que emulan la matriz
extracelular, células sembradas en estas matrices y factores de
crecimiento han permitido diferenciacién celular en la via
deseada. En este trabajo analizamos la adaptacién de células de la
linea mioblastica C2C12 de ratén sembradas en matrices
biopoliméricas con distintas formulaciones de alginato de calcio,
excipientes plastificantes y gelificantes. En 6 matrices de distintas
formulaciones de 10 mm de didmetro y 3 mm de espesor, se
sembraron 100.000 células C2C12 y luego de 48 h se fijaron en
Bouin acuoso, procesaron por técnica histolégica de rutina;
finalmente, cortes de 5 micrometros de espesor fueron tefiidos
con un método tricrémico. En cortes seriados se cuantificé como
viables las células normales en interfase y en mitosis, y como no
viables las células picndticas y en cariorrexis. Entre las distintas
formulaciones hay diferencias en la sobrevivencia como lo indican
el nimero de células viables y su relacién con las no viables.
También hay actividad de proliferacion diferencial dentro del
biopolimero, aunque dicha actividad es baja. Las células viables,
de morfologia variable, se observan aisladas y formando grupos de
distintos tamafios. Estos resultados preliminares indican una
colonizacién diferencial de las células C2C12 en las distintas
formulaciones. Aun cuando este experimento ha sido a un tiempo
corto de cultivo; nos permite reconocer los primeros signos de
adaptacion de estas células para determinar las formulaciones
mas biocompatibles a utilizar como matriz de soporte en su
diferenciacion a células musculares esqueléticas.
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11- SINTESIS, DOCKING Y EVALUACION DE ACTIVIDAD
INHIBITORIA DE LA ENZIMA HISTONA DEACETILASA DE NUEVOS
DERIVADOS TIAZOLILCUMARINICOS. Synthesis, docking and
evaluation of tiazolylcoumarin derivatives on histone deacetylase
enzyme inhibition.

Pardo-Jiménez, V.1,2; Diaz-Araya, G.A.2; Navarrete-Encina, P.A.1.

1 Laboratorio de Sintesis Organica Avanzada, Departamento de
Quimica Orgdénica y Fisicoquimica. 2 Laboratorio de Farmacologia
Molecular, Departamento de Quimica Farmacolédgica vy
Toxicoldgica, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas,
Universidad de Chile.

Las histonas deacetilasas (HDACs) son una familia de enzimas
dependientes de zinc, involucradas en la expresion génica a través
de la regulacion de la transcripcion y de otros procesos celulares,
incluyendo la detencion del ciclo celular, proliferaciéon celular y
diferenciacion terminal de distintos tipos de células. Los
inhibidores de las HDACs se consideran una nueva clase de
farmacos con multiples posibilidades de accidn terapéutica, entre
las que destacan las actividades antineoplasicas, antiinflamatorias
y antifibroticas. La estructura de estos inhibidores se ajusta a
famacdéforo comin de tres zonas: una cabeza de grupo
hidrofdébica, un espaciador hidrofébico y un grupo de unién al
Zn+2. Basados en esta estructura general, se disefiaron los
derivados de tiazolilcumarinas -N- subtituidas (lipoil, adipoil,
hidroxamil 'y 3,4 dihidroxibenzoil). Usando el nucleo
tiazolilcumarina como cabeza de grupo y los grupos quelantes
derivados de distintos acidos carboxilicos. La sintesis comprende la
obtencion de los nucleos cumarina y del anillo tiazolil por una
reaccion de condensacion y posterior funcionalizacién con las
cadenas de los distintos derivados de 4cidos. Se realizé un analisis
de las conformaciones que adoptan estos compuestos en el sitio
catalitico de las HDACs, comprobando que nuestro disefio de
inhibidores cumplen con las caracteristicas necesarias para
posicionarse dentro del sitio catalitico con constantes de
inhibicién entre -10 y -15 Kcal/mol. La actividad inhibitoria se
analizd en extractos nucleares de células Hela, obteniéndose IC50
del orden de 10 micromolar para todos los compuestos
estudiados. Para determinar que los compuestos sintetizados no
sean citotoxicos en células no tumorales, se realizé un ensayo de
viabilidad en fibroblastos cardiacos de ratas neonatas,
concluyendo que en el rango de concentracion de 10 uM a 100
nM, los derivados tiazolilcumarinas no son citotoxicos.

Area de la Farmacologia: Farmacoquimica

Direccién de Correo: vivianapardo@ug.uchile.cl

Agradecimientos: Financiado por Beca Doctorado Nacional
CONICYT N2 211-40371.

Socio Patrocinante: Diaz-Araya, G.A.

12- PRODUCCION Y  CARACTERIZACION DE UN
INTERFERON BOVINO EXPRESADO EN Escherichia coli. Production
and characterization of bovine interferon expressed in Escherichia
coli.
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Concepcion.

Frente casos de infecciones virales unas de las moléculas mas
activas de la respuesta inmunoldgica son los interferones (IFNs),
de los cuales existen diversos tipos. Estos inducen un estado
antiviral en las células regulando la expresion de ciertos genes
codificantes para proteinas que arrestan la replicacion viral,
ademds de inducir la muerte programada de aquellas células ya
infectadas, conteniendo asi la multiplicacién del virus. Otro de sus
efectos importantes es su capacidad inmuno-moduladora,
estimulando la maduracién de las células dendriticas encargadas
de procesar el material genético antigénico y presentarlo a las
células especializadas del sistema inmunitario, mayoritariamente
linfocitos T reguladores, induciendo su maduracion y sirviendo de
vinculo entre ambas respuestas. Es por estas propiedades que el
IFN se utiliza como una molécula de interés en el dambito
terapéutico dando paso a diversos estudios para su uso clinico en
humanos. En nuestro trabajo se desarrolld6 un proceso de
expresion y purificacién de una variante del interferén bovino, de
uso farmacoldgico veterinario, manteniendo su actividad bioldgica
antiviral. Para esto se realizd su expresién recombinante en la
cepa Escherichia coli “SHuffle T7 express”, el que posteriormente
fue purificado del lisado celular mediante cromatografia de
afinidad a iones metdlicos basado en la adicién de una secuencia
de seis histidinas en su disefio. Después se realizaron ensayos de
actividad bioldgica in vitro en linea celular bovina MDBK. Esta
informaciéon podrd ser usada para el desarrollo de futuros
biofarmacos veterinarios antivirales para el control de patologias
virales en especies de importancia ganadera.
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13- EVALUACION DEL EFECTO INMUNOMODULADOR DE
UNA CITOQUINA RECOMBINATE PORCINA. Evaluation of the
immunomodulator effect of a porcine recombinant cytokine.

Hidalgo, A.; Gutierrez, N.; Escobar, F.; Montesino, R.; Toledo, J.R.

Laboratorio de Biotecnologia y Biofdrmacos, Dpto. de
Fisiopatologia, Facultad de Ciencias Bioldgicas, Universidad de
Concepcion.

La prevencion de patologias infecciosas generadas por
microorganismos con ciclos de multiplicacién intracelular es un
problema persistente en la sanidad veterinaria. La industria
porcina en Chile, corresponde al 40% de la produccién total de
carne, por lo que las pérdidas de cerdos por enfermedades
infecciosas, genera un impacto econémico significativo. El
problema de la prevenciéon efectiva mediante vacunacion se
agrava cuando los patdgenos ingresan e infectan a través de las
mucosas, ya que las vacuna convencionales se aplica
generalmente por via intramuscular buscando una respuesta de
anticuerpos neutralizantes basados en IgG. En este contexto, surge
el uso de los coadyuvantes moleculares para potenciar la
efectividad de las vacuna existente u otras que se estén
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desarrollando. Una opcidn para este uso son las citoquinas propias
del sistema inmune del animal, estas son proteinas que regulan el
sistema inmune y son relevantes en las respuestas tempranas a
patégenos, que ademas podrian incrementar la respuesta inmune
celular. El objetivo de este trabajo es expresar de forma
recombinante y caracterizar una variante soluble de una
interleuquina porcina como citoquina inmuno-moduladora e
inductora de interferon gamma. Nuestros resultados apuntan a
que la administracion de nuestra citoquina recombinante tiene un
efecto inmuno-regualdor positivo sobre linfocitos porcinos con un
alto potencial de incrementar los niveles de proteccién inmune
ante patégenos infectivos intracelulares.
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14- METFORMINA  ANTAGONIZA EL EFECTO DE
ANTITUMORALES SOBRE CELULAS DE CANCER DE PULMON DE
CELULAS NO PEQUENAS (NSCLC). Metformin antagonizes the
effect of antitumorals over non-small cell lung cancer (NSCLC)
cells.

Arce, P.C.; Leiva, M.; Lépez, F. J.; Lopez-Muiioz, R.

Laboratorio de Farmacologia y Fisiopatologia Pulmonar, Instituto
de Farmacologia y Morfofisiologia, Facultad de Ciencias
Veterinarias, Universidad Austral de Chile.

La metformina es una biguanida ampliamente prescrita para el
tratamiento de diabetes tipo Il que ha ganado interés como un
agente antineopldsico. Trabajos recientes sugieren que
metformina disminuye el crecimiento de células tumorales a
través de su efecto en el complejo | mitocondrial. Adicionalmente
se ha investigado a mTOR como principal via metabdlica en la
proliferacién celular y el efecto inhibitorio que la metformina
tendria sobre este. Sin embargo, los mecanismos por los cuales
metformina ejerce su efecto en la proliferacién celular
permanecen sin ser comprendidos completamente. También se ha
planteado que metformina podria aumentar el efecto de la
radioterapia y quimioterapia antitumoral. Debido a esto, nos
planteamos evaluar el efecto combinado de metformina con
antitumorales usados contra el cancer de pulmdn de células no
pequefias (NSCLC). Se sembrd la linea celular H1299 en placas de
96 pocillos y posteriormente se procedié a combinar metformina
con los farmacos taxol, pemetrexed, gemcitabina y carboplatino, a
8 concentraciones decrecientes, en un esquema de matriz de
concentraciones (64 combinaciones en total) durante 96 horas. Se
realizé ensayo de MTT y se midié la absorbancia a 570-690
nandémetros en un lector de placas. Los resultados fueron
analizados con el software de combinacién Combenefit usando el
modelo de Independencia de Bliss. Contrariamente a lo esperado,
se evidencio un antagonismo marcado en todas las combinaciones
realizadas, tanto a bajas como altas concentraciones de
metformina en las células H1299. Al analizar el efecto de
metformina a bajas dosis, se evidencié que el efecto “inductor” de
la viabilidad es dependiente de los niveles de glucosa, por tanto, el
efecto antagodnico podria ser dependiente de la concentracion de
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glucosa en el medio.

Area de la Farmacologia: Farmacologia oncoldgica

Direccion de Correo: pablo.arce.90.vet@gmail.com
Agradecimientos: Financiado por proyecto FONDECYT #116-0807
Socio Patrocinante: Dr. Rodrigo A. Ldpez Mufioz

15- ATP MEDIA LA RESPUESTA RESPIRATORIA A
HIPERCAPNIA EN EL BULBO RAQUIDEO CAUDAL. ATP mediates
the respiratory response to hypercapnia in the caudal medulla.

Gdmez, K., Ochoa, M., Eugenin, J.L.

Laboratorio de Sistemas Neurales, Facultad de Quimica y Biologia,
USACH, Santiago.

ATP es liberado por los astrocitos en el nucleo retrotrapezoide
(RTN) en respuesta a la hipercapnia aumentando la frecuencia de
la respiracién ficticia en ratones. Sin embargo, en otros nicleos
quimiosensoriales como el nucleo del rafe (NR) y el nicleo del
tracto solitario (NTS), el papel de ATP como mediador de la
respuesta respiratoria a la hipercapnia se desconoce. Hemos
demostrado que existe liberacion de ATP desde las de regiones
mas caudales de la columna respiratoria ventral (CRV) frente a la
estimulacion hipercapnica. En este trabajo deseamos ver si el ATP
liberado en el bulbo raquideo caudal participa en la respuesta
respiratoria inducida por hipercapnia, hasta el momento
caracteristica Unica del RTN. Para esto evaluamos los efectos del
bloqueo de los receptores P2 en la respuesta respiratoria inducida
por hipercapnia en rebanadas troncoencefélicas caudales. Estas
contienen los nucleos quimiosensoriales (NR, NTS y CRV, entre
otros), pero no contienen el el RTN. Se registrd la respiracion
ficticia en rebanadas bulbares (700 um de grosor) de ratones CF1
(PO-P8) con un electrodo de succién colocado en la CRV en
condiciones basales, es decir, superfundidos con liquido
cefalorraquideo artificial equilibrado con 5% CO2, 95% 02 y en
hipercapnia equilibrado con 10% CO2, 90% 02 en ausencia y en
presencia de PPADS ( 200 puM, antagonista P2R) La hipercapnia
aumentd en un 200% (n=8 P=0.0078, Wilcoxon test) la frecuencia
de las descargas inspiratorias en las rebanadas durante la
condicién control. Este aumento de frecuencia respiratoria no se
observé durante la hipercapnia cuando la rebanada se incubd
previamente con PPADS. Estos resultados sugieren que el ATP, al
igual que lo hace en el RTN, participa como mediador de la
respuesta respiratoria a hipercapnia en los nucleos caudales
troncoencefalicos actuando sobre receptores P2R.
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16- EFECTO DE MOLECULAS PRO- Y ANTI-INFLAMATORIAS
EN LA EXPRESION Y ACTIVIDAD DEL TRANSPORTADOR ABCB1 EN
CULTIVOS PRIMARIOS DE CELULAS ENDOTELIALES CEREBRALES
PORCINAS. Effect of pro- and anti-inflammatory molecules on the
expression and activity of the ABCB1 transporter in primary
cultures of porcine brain endothelial cells.

Torres-Vergara, P. 1,2; Penny, J.1.2
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El transportador ABCB1 (P-glicoproteina), perteneciente a la
familia de los ATP-binding cassette transporters, es considerado
como el mds relevante para la disposicion de farmacos en el
cerebro por los altos niveles de expresion en células endoteliales
de la barrera hematoencefalica. La expresién y/o actividad de
ABCB1 puede ser regulada a nivel transcripcional como
interacciones fisicas con el transportador y la membrana
plasmdtica. En este trabajo, cultivos primarios de células
endoteliales cerebrales porcinas fueron tratadas por 24 horas con
los glucocorticoides hidrocortisona y dexametasona, la citoquina
pro-inflamatoria interleukina-1 beta y los 4cidos grasos
insaturados 4cido araquiddnico, acido docosahexaenoico y acido
eicosapentaenoico. La actividad del transportador ABCB1 fue
determinada a través de la captacion celular de calceina, mientras
que los cambios en su expresién fueron analizados mediante
western blotting. El efecto de los acidos grasos sobre la fluidez de
membrana fue determinado a través de recuperacion de
fluorescencia post fotoblanqueado (FRAP). El andlisis estadistico
de los datos fue realizado a través del test de Mann-Whitney. Los
tratamientos con glucocorticoides e interleukina-1 beta
disminuyeron la acumulacién intracellular de calceina (P<0.0001) y
aumentaron la expresién de ABCB1 (P<0.05) comparado con el
control. El tratamiento con los 4acidos grasos estudiados
incremento la acumulacion intracellular de calceina (P < 0.0001)
pero sin modificar la expresién de ABCB1. El uso de 4cidos grasos a
la forma de co-tratamiento contrarrestd el efecto sobre la
acumulacién intracelular de calceina causada por glucocorticoides
e interleukina-1 beta pero sin alterar el aumento en la expresién
de ABCB1. El estudio FRAP mostré que los acidos grasos
estudiados no modificaron la fluidez de membrana, sugiriendo que
el efecto sobre la acumulacidon de calceina estaria mediado por
otros mecanismos.
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Direccion de Correo: pabltorr@udec.cl

Agradecimientos: CONICYT - Beca para estudios de doctorado en
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17- EXPRESION DIFERENCIAL DEL TRANSPORTADOR DE
VITAMINA C SVCT2 EN UN MODELO IN VITRO DE LA ESTEATOSIS
HEPATICA NO ALCOHOLICA. Differential expression of vitamin C
transporter SVCT2 in an in vitro model of non-alcoholic fatty liver
disease.

Peiia, E.; Aguilar, P.; Meza, C.; Vera, J.C.; Rivas, C.I. y Maldonado,
M.

Laboratorio de Antioxidantes, Departamento de Fisiopatologia,
Facultad de Ciencias Bioldgicas, Universidad de Concepcion.

La Esteatosis Hepdtica no Alcohdlica (EHNA) es una enfermedad
crénica progresiva de gran importancia a nivel mundial, ya que
estd asociada a patologias crénicas como la obesidad y diabetes.
Consiste en la acumulacidon citoplasmatica de triglicéridos en
hepatocitos lo cual produce un aumento de la beta-oxidacién de
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dacidos grasos en el higado lo que altera la capacidad oxidativa de
la mitocondria y el aumento de la generacidn de especies reactivas
del oxigeno provocando dafio celular e inflamacién. Se ha
propuesto que este mecanismo patoldgico puede disminuirse
mediante el uso de agentes antioxidantes tales como la vitamina
C. En este trabajo, analizamos la expresion de los transportadores
de vitamina C (SVCT) para lo cual establecimos un modelo in vitro
de EHNA utilizando la linea celular de carcinoma hepatocelular
humano HepG2, mediante el tratamiento de los cultivos celulares
con acidos grasos libres (oleato y palmitato), permitiendo la
acumulacion de vesiculas lipidicas que fueron verificadas mediante
tincién con Oil Red. Posteriormente, analizamos la expresion y
localizacién celular de SVCT2 por medio de ensayos de
inmunofluorescencia y observamos un cambio en la localizacién
de SVCT2 (disperso en el citoplasma) hacia la mitocondria, con un
coeficiente de correlaciéon de Pearson (valores entre 0-1) de
aproximadamente 0.8. Cuando se utilizd la concentraciéon mas alta
de 4cidos grasos libres, los niveles de SVCT2 detectados por
western blot aumentaron sobre un 50% respecto de las células sin
tratamiento. Nuestros estudios iniciales muestran efectos
importantes tanto en la localizacién como la expresién de SVCT2
en nuestro modelo de esteatosis hepatica, sugiriendo una posible
implicancia clinica del uso de vitamina C para prevenir o disminuir
la progresion crénica de la enfermedad
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18- COMBINACION DE ALQUIL TRIFENILFOSFONIO
DERIVADO DEL ESTER DE ACIDO GALICO CON DOXICICLINA
ELIMINA LA CARGA TUMORAL EN UN MODELO MURINO
SINGENICO. Derivatives of alkyl gallate triphenylphosphonium in
combination with doxycycline eliminate the tumor burden in a
syngeneic mouse model.

Fuentes-Retamal, S.1; Peredo-Silva, L.1; Pavani, M.1; Castro-
Castillo, V.2; Kemmerling, U.3; Ferreira, J.1.

1Programa Farmacologia Molecular y Clinica, ICBM, Facultad de
Medicina, Universidad de Chile. 2Departamento de Quimica
Orgénica y Fisico Quimica, Facultad de Ciencias Quimicas vy
Farmacéuticas, Universidad de Chile. 3Programa de Anatomia y
Biologia del Desarrollo, ICBM, Facultad de Medicina, Universidad
de Chile.

Galatos de alquilo unidos a un grupo trifenilfosfonio (TPP+)
presentan actividad antiproliferativa debido a un efecto
desacoplante de la fosforilacién oxidativa. Esta actividad es
altamente selectiva debido al tropismo que genera la
incorporacién del grupo TPP+ por mitocondrias de células
tumorales, como consecuencia al significativamente mayor
potencial de transmembrana que presentan en comparacién a sus
pares normales. En el presente trabajo se evalué la actividad
antitumoral de tres derivados (TPP+C8, TPP+C10y TPP+C12) en un
modelo singénico murino de cdncer de mama utilizando la linea de
adenocarcinoma TA3/Ha. De estos compuestos, destaco TPP+C10,
porque indujo un aumento significativo de AMP y la razén
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ADP/ATP de manera concentracion-dependiente, reflejando un
fuerte desbalance metabdlico. Ademds, mediante un modelo
murino singénico se logré comprobar que TPP+C10 indujo una
disminucidn significativa de marcadores de proliferacién celular y
la activacion de caspasa-3 en ratones portadores de tumor,
reflejando una fuerte inhibicidon del crecimiento tumoral.
Mediante un tratamiento conjunto con el antibiético doxiciclina
(TPP+C10 10 mg/Kg/48h — doxiciclina 10 mg/Kg/24h) el efecto
antiproliferativo fue ampliamente potenciado, destacando la
completa eliminacion de la carga tumoral en ratones (n=6), sin
presentar recidivas luego de 60 dias post-tratamiento. Este efecto
se debe a que doxiciclina presentéd un mecanismo de inhibicién de
la biogénesis mitocondrial, evidenciado por una pérdida de masa
mitocondrial y la sobreexpresién de PGC1-a (regulador maestro de
la biogénesis mitocondrial) como respuesta adaptativa. Cabe
destacar que el tratamiento con TPP+C10 no gener6 dafios en
oérganos importantes para el metabolismo y excrecion,
demostrado por andlisis hematoldgicos y bioquimicos. Estos
hallazgos sugieren que la combinacion de TPP+C10 con doxiciclina
es una potencial terapia para el tratamiento del cdncer de mama.
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19- ESTUDIO TEORICO BASADO EN SIMULACION
MOLECULAR DE SERIE DE ISOFLAVONOIDES CON ACTIVIDAD
BIOLOGICA CONOCIDA PARA 5-, 12- Y 15-LIPOXIGENASA.
Theoretical molecular-simulation-based study of a number of
isoflavonoids with known biological activity against 5, 12- and 15-
lipoxygenase.

Cabezas, F.; Mascayano, C.

Laboratorio de Fisicoquimica Organica y Simulacién Molecular,
Facultad de Quimica y Biologia, Universidad de Santiago de Chile.

Las lipoxigenasas (LOX) son enzimas que catalizan la peroxidacion
de acidos grasos poliinsaturados que poseen un atomo de hierro
no hémico en el sitio activo. Estdn implicadas en la cascada del
acido araquiddnico involucrandose en la inflamacién entre otras
funciones. Por esto, la busqueda de inhibidores para dichos
blancos ha emergido fuertemente en los Ultimos afios. Los
isoflavonoides poseen un amplio espectro de actividades
bioldgicas, ademas de baja citotoxicidad. Nuestro laboratorio
demostré que estos compuestos inhibian a las diferentes
isoformas de LOX. Esta tesis permitid dilucidar a través de
metodologias computacionales, las interacciones mas relevantes
que gobiernan la potencia y selectividad. Estudios de “docking”
mostraron que algunas moléculas se ubicaron en un sitio diferente
al sitio activo, dando una mayor correlacion frente a 5-LOX que
con respecto a 12 y 15-LOX, ademds de que las energias de unién
mas favorables fueron con 5-LOX. Los SMD demostraron que la
selectividad de los isoflavonoides es llevada a cabo en la entrada
de éstas y no en la salida de la proteina, ya que el potencial de
fuerza media se correlacion6 para buenos y malos inhibidores,
encontrdndose que las interacciones generadas para IR-213
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fueron débiles y ademds con residuos externos a la proteina
provocando la imposibilidad de ingresar al sitio activo de 5-LOX.
Adicionalmente, estudios de relacidn estructura actividad (QSAR)
mostraron una buena correlacion para 5-LOX y 12-LOX con un 96%
y 95% respectivamente, y una mala correlacién para 15-LOX con
un 79%. Finalmente, un analisis farmacoférico determiné que
potenciales moléculas debieran poseer una region dador/aceptor
y centros aromaticos para favorecer las interacciones en el sitio
activo. Con estos resultados se propusieron unas estructuras
derivadas llamadas homoisoflavonides, mostrando que serian
buenos candidatos a inhibidor de 12-LOX, en el rango uM.
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20- EFECTO NEUROPROTECTOR DE LA ASTAXANTINA EN

LA EXCITOTOXICIDAD MEDIADA POR NMDA, EN €EL
NEUROBLASTOMA HUMANO SH-SY5Y. Neuroprotective effect of
astaxanthin on nmda-mediated excitotoxicity, in SH-SY5Y human
cells.

Garcia, F.1, Ardiles, A.2; Muiioz, P.1

1Laboratorio de Plasticidad Celular y Molecular, Departamento de
Patologia y Fisiologia, Escuela de Medicina, Facultad de Medicina,
Universidad de Valparaiso; 2 CINV, Universidad de Valparaiso.

La astaxantina (ASX) es un carotenoide presente en diversas
especies marinas que por poseer una potente actividad
antioxidante y antiinflamatoria puede ser un promisorio agente
terapéutico para combatir el estrés oxidativo observado en
diversas condiciones fisiopatoldgicas. El receptor de glutamato del
tipo N-metil-D-aspartato (NMDA) juega un papel importante en la
plasticidad sindptica y otros procesos neuronales; sin embargo,
una sobre-activacion del receptor de NMDA (NMDAR) genera
excitotoxicidad asociada a superdxido mitocondrial (O2. -mit). En
este trabajo evaluamos el efecto de ASX en la excitotoxicidad
mediada por NMDAR, en células SH-SY5Y no diferenciadas.
Encontramos que SH-SY5Y estimuladas con 4 y 200 micro-molar de
NMDA aumentan significativamente el calcio intracelular y el
superoxido mitocondrial 02. -mit, determinados por sondas
fluorescentes sensibles a calcio (Fluo- 4) y a 02. —-mit (MitoSox),
respectivamente. Tanto el aumento de calcio como el de 02. —mit
inducidos por 200 micro-molar de NMDA, fueron inhibidos
significativamente por 200 micro-molar de AP-V, un antagonista
del NMDAR, indicando que son mediados por NMDAR. De manera
interesante encontramos que células SH-SY5Y tratadas por 24
horas con concentraciones crecientes de ASX, redujeron el 02. —
mit de manera dosis dependiente, llegando a niveles basales a una
concentracion de 10 micro-molar. Al evaluar la funcién
mitocondrial, como medida de viabilidad celular, mediante el
ensayo de MTT, se encontré que 10 micro-molar ASX previno la
muerte neuronal inducida por 200 micro-molar de NMDA,
consistente con la disminucion en el 02. -mit. Ademas, ASX
previno la muerte celular inducida por 50 micro-molar de peréxido
de hidrogeno. Estos datos sugieren que la ASX previene la
excitotoxicidad mediada por sobreactivacion del NMDAR por un

74


mailto:sebastianfuentesr@gmail.com
mailto:francisco.cabezas@usach.cl

SO Nsssean

FAR Pde

CHI

mecanismo que involucra la neutralizaciéon del estrés oxidativo.
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21- EFECTO PROTECTOR DE UN EXTRACTO DE PALTA RICO
EN PROANTOCIANIDINAS FRENTE A LA ALTERACION DE LA
HOMEOSTASIA COLONICA INDUCIDA POR EL CONSUMO DE
DIETA HIPERPROTEICA. Protective effect of an avocado extract
rich in proanthocyanidins against the alteration of colonic
homeostasis induced by high-protein diet.

Cires, M.J.1, Navarrete, P.2, Pastene, E.3, Carrasco-Pozo, C.1,
Beaumont, M.4, Gotteland, M.1

1) Departamento de Nutricion, Facultad de Medicina, Universidad
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Departamento de Farmacia, Facultad de Farmacia, Universidad de
Concepcion 4) UMR 914 INRA/AgroParisTech, Nutrition Physiology
and Ingestive Behavior, Paris, France.

Las dietas hiperproteicas aumentan el flujo de proteinas no
digeridas desde el intestino delgado hacia el colon, en donde son
hidrolizadas por proteasas bacterianas de la microbiota intestinal
(MI). Este proceso libera aminoacidos que luego son fermentados
y contribuyen a la formacién de 4cidos grasos volatiles y otros
metabolitos potencialmente tdxicos. Las proantocianidinas (PACs)
son polimeros de flavan-3-oles abundantes en frutas y verduras.
Son poco absorbidas en el intestino y se acumulan en el colon
donde pueden ser metabolizadas por la MlI, generando
metabolitos eventualmente beneficiosos para la salud. Hipdtesis:
Un extracto de palta rico en PACs (EPP) previene la produccion in
vitro de NH4+, H2S e indol por la Ml en presencia de altas
cantidades de proteina, y el impacto negativo de estos
metabolitos sobre células intestinales en cultivo. Metodologia:
Muestras de microbiota fecal humana se cultivaron en un
biorreactor en presencia o ausencia de proteinas (2g/L) y/o EPP
(0.35g/L de PACs) por 24 horas. Se determiné NH4+ e indol por
espectrofotometria, H2S por cromatografia de gas, y el efecto de
los sobrenadantes del biorreactor sobre células en cultivo
HT29glc-/+ y Caco-2. Resultados: la produccion de NH4+ y H2S
aumentd en presencia de proteinas, lo cual fue prevenido por el
EPP. No se observaron cambios en la produccién de indol. El
sobrenadante del biorreactor con proteinas indujo citotoxicidad
en células HT29glc-/+ sin afectar sus niveles intracelulares de ATP;
y disminuyé la resistencia eléctrica transepitelial de células Caco-2,
lo que fue prevenido por el EPP. Conclusion: el EPP reduce la
produccion de metabolitos bacterianos toxicos derivados de la
fermentacién de aminodcidos y protege la funcién intestinal de
barrera.
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22- QUERCETINA REDUCE LA ABSORCION DE COLESTEROL
POR MEDIO DE LA MODULACION EN LA EXPRESION DE SUS
TRANSPORTADORES: ESTUDIOS IN VITRO E IN VIVO. Quercetin
reduces cholesterol absorption by modulating the expression of its
transporters: in vitro and in vivo studies.

Tralma, K.; Reyes-Farias, M.; Gotteland, M.; Carrasco-Pozo, C.

Departamento de Nutricidn, Facultad de Medicina. Universidad de
Chile, Chile.

El consumo de colesterol en exceso puede producir
hipercolesterolemia, lo que es un factor de riesgo para la
aterosclerosis.  Estudios epidemioldgicos demuestran una
correlacion entre el consumo de polifenoles y un menor riesgo de
aterosclerosis. La quercetina (QUE) es un polifenol ubicuo en el
reino vegetal y representa uno de los flavonoides mas abundantes
en la dieta occidental. El presente estudio tiene por objetivo
evaluar el efecto de QUE sobre la absorcién de colesterol en ratas
alimentadas con una dieta alta en colesterol (HC) y en un modelo
de monocapa de células Caco-2 expuestas a colesterol. QUE
disminuyé el flujo transepitelial de colesterol a través de la
monocapa celular. La dieta HC aumentd 3.2 veces la expresion del
transportador de colesterol NCP1L1 en el yeyuno y este aumento
fue aun mayor (5.1 veces) en presencia de QUE. Sin embargo, la
dieta HC también aumenté al doble la expresion de los
transportadores reverso de colesterol ABCG5 y ABCGS8. En
presencia de QUE, la expresion de dichos transportadores
aumentd ain mas (4.5 veces ambos). QUE previno el aumento de
los niveles plasmaticos de colesterol total en ratas alimentadas
con dieta HC y aumentd su excrecidn fecal. Los resultados con
QUE fueron similares a los obtenidos con ezetimibe, un inhibidor
de NCP1L1. QUE reduce el nivel plasmatico de colesterol total
inducido por una dieta HC al aumentar la expresion de los
transportadores ABCG5 y ABCG8 en relacidon a la expresion de
NCP1L1, disminuyendo de esta forma el flujo neto de colesterol y
su absorcion.
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23- ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE EXTRACTOS RICOS
EN TANINOS DE HOJAS DE CUATRO GENOTIPOS DE Ugni molinae.
Antimicrobial activity of tannin-rich extracts from leaves of four
Ugni molinae genotypes.

Valenzuela-Bustamante, P.1; Campanini-Salinas, J.2; Avello, Z.1;
Salas-Duguet, V.1; Seguel, I.3; Vadsquez, D.2; Delporte, C.1

1lLaboratorio de Productos Naturales, Facultad de Ciencias
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Farmacéuticas, Universidad de Chile. 3lInstituto Nacional de
Investigaciones Agropecuarias (INIA), Carillanca.
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Ugni molinae Turcz., conocida como murtilla o murta, es un
arbusto silvestre con una amplia distribucion en el centro-sur de
Chile. Recientemente, se determind que existen diferencias a nivel
quimico y farmacoldgico en las hojas de murtilla dependiendo del
genotipo y se identificd la presencia de taninos derivados de los
acidos galico y elagico en sus extractos etandlicos (EETs). Debido a
que estos polifenoles poseen actividad antimicrobiana, el objetivo
de este estudio fue evaluar comparativamente el efecto
antimicrobiano de EETs de hojas de distintos genotipos de murta
(8-2, 19-1, 22-1 y ZF-18) frente a bacterias que comunmente
infectan heridas de piel. Se cuantificé el contenido de taninos (CT)
indirectamente a través del ensayo de Folin-Ciocalteu y se
determind la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) de cada
extracto mediante el método de microdilucién en caldo contra las
cepas ATCC correspondientes a: Staphylococcus aureus (ATCC
29213), Metbhicillin-resistant Staphylococcus aureus (ATCC 43300),
Pseudomona aeruginosa (ATCC 27853), Escherichia coli (ATCC
25992) y Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603). Se obtuvieron
diferencias significativas respecto al CT entre los cuatro EETs
(p<0,05), siendo el genotipo ZF-18 el que obtuvo la mayor
concentracion (201,0 + 1,6 mg Equivalentes de &cido tanico/g
extracto seco). Todos los EETs presentaron actividad
antimicrobiana frente a las bacterias estudiadas, siendo mas
potentes contra MRSA (CIM: 32-128 microgramos/mL) y menos
potentes frente a P. aeruginosa y E. coli (CIM: 128-512
microgramos/mL). El genotipo ZF-18 presentd la menor CIM frente
a K. pneumoniae (64 microgramos/mL). Los resultados obtenidos
demuestran que las hojas de murtilla poseen una alta cantidad de
taninos y que los EETs presentan actividad antimicrobiana frente a
distintas bacterias que infectan heridas, efecto que varia
dependiendo del genotipo.
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24- DETERMINACION DEL TIPO DE  ACTIVIDAD
INHIBITORIA FRENTE A ALFA-GLUCOSIDASA DE LOS EXTRACTOS
ETANOLICOS DE HOJAS DE TRES GENOTIPOS DE Ugni molinae
Turcz. Determination of the type of inhibitory activity against alfa-
glucosidase of ethanolic extracts from leaves of three genotypes
of Ugni molinae Turcz.

Arias-Santé, M.F.1, Arancibia-Radich, J.1, Seguel, I.2, Delporte, C.1

1Facultad Ciencias Quimicas y Farmacéuticas, Universidad de
Chile, Santiago; 2INIA, Carillanca, IX Regidn, Chile.

Basados en estudios previos en el Laboratorio de Productos
Naturales de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de
la Universidad de Chile, se ha determinado que extractos
etandlicos hechos a partir de hojas de murtilla han tenido una
potente actividad inhibitoria frente a alfa-glucosidasa, una exo-
carbohidrasa que cataliza la hidrdlisis de los aztcares complejos a
monosacaridos en la membrana superficial de las
microvellosidades de las células intestinales, al inhibirse produce
una reduccién del peak de glucosa post-prandial. Dichos extractos
poseen una buena concentracién de compuestos fendlicos, entre
ellos destacdndose ramnédsidos y glucdsidos de quercetina,

Rev. Farmacol. Chile (2016) 9 (2)

de

Farmacologia
Chile

glucdsidos de miricetina y canferol, epicatequina y 4cido gélico. El
objetivo de este trabajo fue describir en forma comparativa el tipo
de inhibicidn frente a alfa-glucosidasa de los extractos etandlicos,
los cuales fueron preparados a partir de las hojas de tres
genotipos de Ugni molinae, obtenidos desde el banco de
germoplasma del INIA (Carillanca). Dichos genotipos fueron
cultivados y recolectados en las mismas condiciones. El tipo de
inhibicion fue determinado a través del estudio de la cinética
enzimatica basado en la metodologia descrito por Kim et al. (2005)
con pequefias modificaciones, para luego obtener las curvas de
Michaelis-Menten y el diagrama de Lineweaver-Burk. La
significancia de los datos se analiza estadisticamente mediante
ANOVA vy test de comparaciones multiples de Tukey. Se obtiene
que tanto el genotipo 14-4, 19-1 y 22-1 actuan de manera no
competitiva frente a la enzima, lo cual indica que los compuestos
activos en los extractos interactian en un sitio diferente al que lo
hace el sustrato.
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25- CORRELACION ENTRE LA POTENCIA VASODILATADORA
Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE DIFERENTES POLIFENOLES
DERIVADOS DE LA DIETA, UN APORTE MOLECULAR A LA
PARADOJA FRANCESA. Correlation between the vasodilator
potency and the antioxidant potential of different polyphenols
derived from diet, a molecular approach to the French paradox.

Mateluna, C.; Calfio, C; Huidobro-Toro, J.P.

Centro para el Desarrollo de la Nanociencia y Nanotecnologia
(CEDENNA), Laboratorio de Farmacologia Facultad de Quimica y
Biologia Universidad de Santiago de Chile.

La paradoja francesa vincula el consumo de vino con la proteccion
de enfermedades cardio- vasculares (PEC); recientemente se
agrego a esta hipdtesis que el consumo de berries y frutos rojos
tiene similar efecto. Se postula que los polifenoles son el principal
componente bioactivo de la dieta con propiedades PEC. Estas
moléculas son metabolitos secundarios de plantas con actividad
antioxidante celular (AAC) y vasodilatadora atribuidos a la
actividad de eNOS. Para evaluar esta hipdtesis y el rol de los
polifenoles en PEC, correlacionamos la AAC con la actividad
vasodilatadora de 10 polifenoles presentes en frutos vy
examinamos si es endotelio-dependiente. Con este fin, se
perfundié la red vascular mesentérica de rata; se evalud la AAC en
cultivos primarios de células endoteliales del mismo tejido. De los
10 polifenoles, t-resveratrol es el mas potente; su EC50 es 47,61+
0.11 uM (n=4). La potencia relativa de estos polifenoles es: t-
resveratrol >kaempferol >quercetina >catequina y acido cafeico.
Ademds, la vasodilatacidn correlaciona con la produccién de éxido
nitrico (NO) (R2 =0,86, P<0.05); la remocién endotelial anula dicha
relacion. Respecto a AAC; t-resveratrol es el mas potente, y ésta se
correlaciona con la vasodilatacion (R2 = 0.94, P<0.05, con 6
polifenoles); que se asocia positivamente con la produccion de NO
y con la AAC, de éste y otros polifenoles. En conclusion, estos
resultados apoyan fehacientemente a los polifenoles como
vasodilatadores endoteliales. Basado en un modelo bio-
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informatico de la eNOS, se sugiere que: i) los polifenoles actian
tanto como moduladores alostéricos positivos de eNOS vy ii) la
capacidad antioxidante se podria relacionar con la proteccién de
tetrahidrobiopterina, co-factor de eNOS. Estas evidencias
demuestran el efecto PEC de los polifenoles de la dieta.
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26- ACTIVIDAD INHIBITORIA DE LAS FRACCIONES
ALCALOIDEAS DE  Amaryllis  belladonna L. SOBRE
ACETILCOLINESTERASA. Inhibitory activity of alkaloids fraction
from Amaryllis belladonna L. on Acetilcholinesterase.

Jara, C.1,2; Moraga, F.2,3; Iturriaga-Vasquez, P.2; Mutis, A.2;
Quiroz, A.2; Becerra, J.4; Hormazabal, E.2
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Universidad de La Frontera, Temuco, Chile. 2.Laboratorio de
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Naturales, Facultad de Ingenieria y Ciencias, Universidad de La
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El manejo de enfermedades neurolédgicas y neurodegenerativas,
relacionadas con bajos niveles del neurotransmisor acetilcolina
estdn siendo principalmente controladas a través de la inhibicidn
enzimatica de acetilcolinesterasa. Orientado al desarrollo de
nuevos inhibidores de origen natural, el género Amaryllis
perteneciente a la familia Amaryllidaceae, destaca por la presencia
de alcaloides con actividad inhibitoria de esta enzima, los que
varian en composicion y proporciéon dependiendo de su
distribuciéon  geografica. Aunque los farmacos utilizados
frecuentemente en el control de enfermedades
neurodegenerativas, han demostrado una alta eficacia, estos han
reportado efectos secundarios tales como: hepatotoxicidad,
vémitos, anorexia y sintomas gastrointestinales. El objetivo de
este trabajo fue evaluar la actividad inhibitoria, de las fracciones
alcaloideas provenientes de bulbos de Amaryllis belladona
colectados en la comuna de Teodoro Schmidt (IX Regidon, Chile),
sobre Acetilcolinesterasa. Los alcaloides presentes en A.
belladonna, fueron obtenidos a través de un fraccionamiento
dirigido. La putativa composicion alcaloidea de las fracciones fue
analizada por cromatografia de gases acoplada a un
espectrometro de masa, destacando la presencia de alcaloides del
tipo licorina, crinamina y hemantamina. La actividad inhibitoria de
los extractos alcaloideos, fue evaluada mediante el método Ellman
utilizando galantamina como control.
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27- EFECTO ANTIINFLAMATORIO DE CACALOL Y ACETATO
DE CACALOL. Antiinflammatory effect of cacalol and cacalol
acetate.
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La inflamacién es la respuesta de un tejido vascularizado a
estimulos que afectan su integridad. Existen diferentes
condiciones patoldgicas que cursan por una inflamacién sistémica,
como el reumatismo, neuralgias, enfermedades gastrointestinales,
entre otras. Para tratar dichos estados inflamatorios existe una
gran variedad de farmacos como los AIEs y los AINEs.
Independientemente de la naturaleza quimica, estos farmacos
pueden generar efectos adversos, lo cual hace necesaria la
blsqueda de nuevos compuestos antiinflamatorios. Psacalium

decompositum es una planta con diversas propiedades
farmacoldgicas, entre las que destacan el potencial
antiinflamatorio, sin embargo, los principios activos y el

mecanismo de accién aun se desconocen. El objetivo de la
presente investigacion fue evaluar in vivo e in vitro la actividad
antiinflamatoria del cacalol y el acetato de cacalol, dos
compuestos aislados de la raiz de Psacalium decompositum. La
evaluacion se realizéd en un modelo in vivo de ratones machos de
la cepa CD-1, a los que se les indujo inflamacion tépica mediante la
administracion de TPA en la oreja. Ademas, se cultivaron
macréfagos Raw 264.7 que fueron estimulados con LPS y
posteriormente tratados con los compuestos por diferentes
tiempos. La expresion del ARNm y las concentraciones de citocinas
fueron cuantificadas al final del estudio. Los resultados mostraron
que tanto el cacalol como el acetato de cacalol inhiben
significativamente el desarrollo del edema auricular hasta en un
40% con respecto al control. Por otro lado, los cultivos que fueron
tratados con los compuestos disminuyeron significativamente las
concentraciones de TNF, IL-6 e IL-lbeta y no modificaron las
concentraciones de IL-10. Estos resultados permiten concluir que
el efecto antiinflamatorio del cacalol y del acetato de cacalol
ocurre a través de la modulacidn de citocinas inflamatorias.
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28- H. SABDARIFFA COMO FUENTE POTENCIAL DE AGONISTAS
DUALES DE PPAR&/y. H. sabdariffa its a potential source of dual
agonist PPARS/y.

Giacoman, M.A.1, Zamilpa, A.A.3, Alarcén, A.F.J.2, Roman, R.R.2,
Hidalgo, F.S.N.2, Almanza, P.J.
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San Rafael Atlixco 186, Col. Vicentina, Del. Iztapalapa, C.P. 09340,
CDMX, México.

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es una enfermedad metabdlica
con incidencia mundial caracterizada por hiperglucemia debido a
resistencia a la insulina, ocasionada por desbalance en el
metabolismo de lipidos y carbohidratos y que es favorecida por
obesidad, sedentarismo, estrés y factores genéticos. Los PPARs
son factores de expresidon nuclear dependientes de ligando que
regulan la expresion de genes involucrados en el metabolismo de
lipidos y carbohidratos. Por esta razén, se han propuesto como
blancos terapéuticos para el tratamiento y/o prevencién de la
DM2, resistencia a la insulina y enfermedades asociadas al
sindrome metabdlico (SM). PPARdelta promueve la expresidon de
genes involucrados en el catabolismo de acidos grasos, mientras
que PPARgamma regula la expresién de genes involucrados en el
transporte de lipidos y glucosa, eventos que favorecen la
sensibilidad a la insulina. H. sabdariffa ha demostrado tener efecto
sobre la dislipidemia y la hiperglucemia, sin embargo aun se
desconocen si dichos efectos se deben a una accién agonista de
PPARs. En el presente estudio se evalu6 el efecto
antihiperglucémico de un extracto diclorometdnico de H.
sabdariffa. De este extracto se obtuvo wuna fraccion que se
caracterizé quimicamente y se evalud su papel como agonista dual
PPARdelta/gamma, asi como de sus genes rio abajo FATP y GLUT4,
respectivamente. Los resultado ssugieren que esta fraccion puede
revertir el desbalance metabdlico caracteristico de la DM2. La
caracterizacion quimica de la fraccién constitutiva reveld la
presencia de 4&cido palmitico, &acido linoleico, acido 9, 12-
octadecanoico y a-amirina. Mediante un estudio in silico de
“docking molecular”, el cual predice acoplamiento ligando-PPAR,
se observd que estos compuestos tienen “scores” altos
comparados con otros agonistas naturales de ambas isoformas.
Por lo tanto, H. sabdarifa representa una opcién importante para
la obtencién de moléculas con actividad dual.
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29- ACTIVIDADES BIOLOGICAS DE ALCALOIDES Y
QUINONAS COMO INHIBIDORES DE GLUTATION REDUCTASA
HUMANA Y P.FALCIPARUM, TRIPANOTION REDUCTASA Y
LIPOXIGENASA. Biological Activities of Alkaloids and Quinones as
Human and P.falciparum Glutathione Reductase, Trypanothione
Reductase and Lipoxygenase Inhibitors.
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Los productos naturales son una gran familia de variadas
estructuras quimicas, con una amplia diversidad de actividades
farmacoldgicas. Algunos de los mds importantes metabolitos
secundarios son alcaloides y quinonas, estos compuestos
muestran muchas propiedades biolégicas como: antitumoral,
antimicrobiana, antiparasitaria, antiinflamatoria y cardiovascular
[1]. En este estudio, evaluamos seis alcaloides (harmalina,
harmano, harmino, harmol, harmanol y norharmano) y tres
quinonas (lausona, plumbagina y lapachol) frente a Glutation
Reductasa humana (hGR) y de p.falciparum (pGR), T. Cruzi
Tripanotiéon Reductasa (TR) y 15-Lipoxigenasa (15-LOX). La
evaluacion de los porcentajes de inhibicion de hGR, pGR y TR
fueron determinados siguiendo el consumo de NADPH a 340 nm.
[2] Posteriormente, la actividad de 15-LOX fue determinada
siguiendo la formacién del producto de diooxidacién a 234 nm del
acido  araquidénico  (AA) para generar 4cido  15-
hidroxieicosatetraenoico (15-HETE).[3] Los resultados obtenidos,
mostraron que los alcaloides en especial harmano, harmino y
norharmano mostraron selectividad por 15-LOX con valores de
porcentajes de inhibicién a concentraciones de 1 mg/mL de
aproximadamente un 40%, lo que indicé que estos compuestos
interfiere en la biosintesis de leucotrienos(LT) y lipoxinas (LP). Por
otro lado, las quinonas en especial plumbagina exhibid
selectividad hacia las enzimas involucradas en la regulacion vy
defensa del balance redox frente al estrés oxidativo en humanos y
parasitos como son GR y TR. Finalmente, es importante mencionar
la relacién entre estructura y actividad frente a diferentes blancos
farmacoldgicos de interés, y su importancia en el futuro disefio de
drogas.
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30- ANALISIS FARMACOFORICO DE DERIVADOS DE
ALCALOIDES Y QUINONAS COMO INHIBIDORES DE LAS ENZIMAS
GLUTATION REDUCTASA HUMANA Y DE P.FALCIPARUM Y
TRIPANOTION REDUCTASA DE T.CRUZI. Pharmacophoric analysis
of alkaloids and quinones derivatives as human and P.falciparum
glutathione reductase and T.cruzi trypanothine reductase
inhibitors.
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La enzima Glutation reductasa (GR) cataliza la reduccion del
glutation disulfuro (GSSG) a glutation reducido desde glutation
(GSH), la que corresponde a la principal defensa antioxidante
celular. Esta enzima tiene una isoforma en Plasmodium falciparum
(PfGR) la cual es relevante en la regulacién del estado oxidative del
parasito causante de la malaria. En el Trypanosoma cruzi, vectro
causante de la enfermedad de Chagas, el glutatién es reemplazado
por tripanotidn con su respectiva reductasa (TcTR), y la inhibicion
de esta enzima también puede inducir estrés oxidativo. Algunos
derivados de alcaloides y quinonas, han sido descritos como
inhibidoras de las reductasas de glutation y tripanotion. En este
estudio, se analizd el efecto de 9 derivados de alcaloides y
quinonas en la actividad de las enzimas hGR, PfGR y TcTR. El valor
de IC50 para el efecto de los derivados en las actividades
enzimaticas fue determinado a través del consumo de NADPH en
el medio de ensayo a 340 nm, como se ha descrito anteriormente.
Se desarrollaron estudios computationales para los 9 compuestos,
que incluyen la generacién de conformeros de menor energia a
través de optimizacion de la energia con campo de fuerza
MMPFF94x, utilizando el programa MOE 2009. Los analisis de QSAR
fueron desarrollados utilizando GA-MLR y AutoQSAR MOE-MLR. El
alineamiento flexible y el farmacdéforo de consenso para los fueron
obtenidos usando un esquema unificado. Ninguno de los
compuestos inhibe a las enzimas humana o de parasitos con IC50
menor a 10 uM, pero los derivados de quinonas plumbagina y
lapachol mostraron un IC50 de 35 pM y 65uM, respectivamente,
pero son también capaces de inhibir a la enzima humana. Se
reconocen en las moléculas inhibidoras centroides hidrofébicos
con estructura rigida y electrones en orbitales

QSAR para la inhibicién de todas las enzimas fue obtenido con GA-
MLR y esta informacidn serd utilizada para realizar screening
virtual..
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31- CONSTRUCCION Y CARACTERIZACION IN SILICO DE LAS
REDES BIOQUIMICAS QUE INVOLUCRAN LA ACTIVACION DE LOS
RECEPTORES TIPO TOLL (TLRS). Construction and characterisation
in silico modeling of biochemical-networks involved in the Toll-like
receptors (TLRs) Activation.
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La respuesta inmune innata en teledsteos, demuestra ser esencial
en la defensa contra patégenos debido a las limitaciones de la
respuesta inmune adaptativa. La activacion de los mecanismos
efectores de la respuesta inmune innata (Rll) requiere del
reconocimiento de estructuras conservadas entre los patdégenos, a
través de Receptores de Reconocimiento de Patrones (PRRs),
como los Receptores Tipo Toll (TLRs). La activacion de los TLRs por
sus ligandos inducen vias de sefalizacion que finalizan en la
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expresion de citoquinas pro-inflamatorias y/o interferdn tipo I. Se
ha descrito que los componentes y la regulacion de estas vias de
sefializacién se encuentran altamente conservados entre
vertebrados. No obstante, se ha descrito que los teledsteos
presentan un mayor nimero de genes codificantes de TLRs con
respecto a mamiferos, los cuales en su mayoria son receptores
exclusivos de peces con funciones desconocidas. Por lo tanto, la
compresion mas detallada de estas vias de sefializacion, requiere
la integracion de toda la informacion funcional descrita en
teledsteos, considerando ademads las analogias estructurales y
funcionales de los componentes conservados entre vertebrados.
Para ello, se propuso construir una red de reacciones integrada
que represente este sistema bioldgico, con una definicion
temporal y espacial a nivel celular. Se utiliz6 el programa
CellDesigner 4.4 para la construccién y caracterizacion matematica
del modelo, y se realizaron simulaciones basadas en métodos
deterministicos para predecir la dindmica del sistema. Las
simulaciones demostraron un comportamiento coherente con la
informacion experimental descrita, y sugieren que el tipo de
respuesta generada con mayor magnitud y velocidad corresponde
a la expresion de interferén tipo |. Estos resultados permiten
identificar a TLRs como potenciales blancos farmacoldgicos para la
estimulacion de una RIl en teledsteos.
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32- EXTRACTO DE BABA DE CARACOL (HELLIX ASPERSA
MULLER), PROPOLEOS Y CALENDULA PARA LA CURACION DE
ULCERAS POR PIE DIABETICO. Snail slime (Helix aspersa Muller),
propolis and calendula for healing diabetic foot ulcers.

Franco, D.1, Suazo, L.2, Contreras, S.1, Cayun, J.P.1, Varela, N.1,
Caceres, D.3, Marquez, M.C.2, Larenas, H.1, Perez, T.4, Quifiones,
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Introduccion: El pie diabético es una complicacion cada vez mas
frecuente de la Diabetes Mellitus. El compromiso de los tejidos del
pie hace que la aparicidén de ulceras superficiales y profundas con
o sin infeccion sean cada vez mas comunes llegando a
comprometer incluso la integridad del miembro. El objetivo del
estudio es determinar la eficacia de una formulacién de baba de
caracol y extractos naturales en la curacion de Ulceras por pie
diabético. Metodologia: se reclutaron 44 sujetos con pie diabético
grado 1 o 2 (Clasificacion Wagner) y fueron tratados con los
esquemas de tratamientos con parches convencionales o con el
parche en estudio por un periodo maximo de 8 semanas.
Resultados: los 33 primeros sujetos con evaluacién de eficacia
muestran que los tratamiento convencionales requieren de un
tratamiento por 4,8 semanas (1-25 semanas) versus el tratamiento
con el parche en estudio que requiere 3,0 semanas (1-6 semanas).
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Se produjeron 2 eventos adversos no serios y no relacionados con
el parche en estudio. Del total de sujetos, 23 terminaron el
tratamiento por mejoria, 2 por falta de adherencia, 2 por eventos
adversos y 6 por involucidn de la herida. Conclusion: el analisis
preliminar muestra que el tratamiento con parches
convencionales requiere mds tiempo de tratamiento en
comparacion con el parche en estudio y, ademds, muestra ser
seguro para este tipo de pacientes.
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33- REDUCCION DEL CRECIMIENTO TUMORAL EN
MODELOS  CELULARES DE CANCER DE PROSTATA,
TRANSDUCIDOS CON VECTORES VIRALES ADENO-ASOCIADOS
QUE EXPRESAN ARNS DE INTERFERENCIA CONTRA EL GEN OLR-1.
Tumor growth decrease in cellular model of prostate cancer,
transduced with Adeno-associated virus vectors that express short
hairpin-structure RNA for OLR1 gene.
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Previamente en nuestro grupo se demostré que el receptor para la
lipoproteina de baja densidad oxidada, LOX-1, participa
activamente en la angiogénesis y la transicion epitelio
mesenquimal, procesos asociados a la progresion tumoral en
modelos celulares de céncer de prdstata (CaP). En el presente
trabajo propusimos como objetivo, evaluar in vitro e in vivo el
efecto en la reduccién del crecimiento tumoral de células de CaP
transducidas con vectores adeno-asociados que median la
expresion de ARN de silenciamiento contra el gen codificante para
el receptor LOX-1. Para transformar genéticamente la linea celular
de CaP se disefiaron secuencias que codifican un short hairpin ARN
(shARN) contra el gen del receptor LOX-1 (gen OLR-1), estas
secuencias fueron subclonadas en un plasmido recombinante para
generacion de vectores adeno-asociados, que incluyen la
secuencia para expresar una proteina fluorescente infrarroja. Los
resultados in vitro mostraron que el silenciamiento parcial del gen
OLR-1 en células C42B, disminuye la expresién a nivel de ARN
mensajero y proteinas de: marcadores pro-angiogénicos (VEGF,
Angiotensina Il), y marcadores asociados a procesos migratorios y
de invasion (MMP2 y MMP9). Ademas, los ensayos in vivo
utilizando xenografts de células C42B con expresién y
silenciamiento del receptor LOX-1 en un modelo murino
inmunodeficiente, muestran que la linea celular C42B/shRNA OLR-
1, presenta una menor tasa de crecimiento tumoral, en
comparacion con la linea C42B control.
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34- IMPACTO DEL POLIMORFISMO CYP2C9*3 EN LA
EFICACIA DE ANTICOAGULANTES ORALES. Impact of CYP2C9*3
polymorphism in the efficacy of oral anticoagulants.
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1.Laboratorio Carcinogénesis Quimica y Farmacogenética,
Programa de Farmacologia Molecular y clinica, ICBM, Facultad de
Medicina, Universidad de Chile, Chile. 2.Policlinico Tratamiento
Anticoagulante, Hospital San Juan de Dios. 3. DECOR, SSMOC.

Introduccion: Muchos de los farmacos prescritos tienen una
respuesta variable y multifactorial (edad, interacciones, genéticos,
etc.). Dentro de los factores genéticos, se observan variaciones en
los genes de enzimas de Fase | y Il, generando metabolizadores
pobres, lentos o ultra rapidos. EI metabolismo de la familia
citocromo P450 ha sido de importante estudio y se ha relacionado
con el ajuste de dosis de farmacos. Por ejemplo, en relacién a la
terapia con anticoagulantes orales, la variante CYP2C9*3
(rs1057910) ha mostrado afectar la farmacocinética de warfarina y
acenocumarol. El objetivo de esta investigacion es determinar la
contribucién del polimorfismo CYP2C9*3 en el ajuste de la dosis
de acenocumarol en la poblacién Chilena. Metodologia: se realizé
un estudio incluyendo 92 pacientes tratados con acenocumarol en
el Hospital San Juan de Dios a los cuales se les tomé una muestra
de sangre venosa periférica para obtener ADN gendémico para
genotipificacion.  Resultados: Los  resultados  genotipicos
establecieron una frecuencia genotipica de 84,6% para el genotipo
AA, 11,53% para el genotipo AC y 3,84% para el genotipo CC. Los
resultados muestran una clara tendencia, aunque no
estadisticamente significativa, de que los pacientes con el
genotipo AA fueron tratados con dosis mayores que los pacientes
con el genotipo AC o CC (16,72 mg/semana versus 11,5
mg/semana, p=0,245 t-test modelo dominante, p=0,082 t-test
modelo recesivo). Conclusion: Nuestros resultados preliminares
muestran que el polimorfismo CYP2C9*3 podria ser una
herramienta relevante en el establecimiento de la dosis de
acenocumarol para evitar cuadros trombéticos, lo que concuerda
con los datos de literatura, lo que serd corroborado cuando se
disponga de un mayor numero de pacientes analizados.
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35- PRODUCCION DE PROTEINAS COMPLEJAS MEDIANTE
LA TRANSDUCCION DIRECTA DEL EPITELIO GLANDULAR
MAMARIO UTILIZANDO VECTORES VIRALES ADENO-ASOCIADOS.
Production of complex proteins through direct transduction of
mammary gland epithelium using Adeno-associated viral vectors.
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La gldndula mamaria de rumiantes constituye una alternativa
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atractiva para la produccion de proteinas recombinantes
complejas. Los vectores virales adeno-asociados se utilizan
ampliamente para la transferencia de genes in vitro e in vivo en
células de mamiferos. Nuestro objetivo es producir de forma
estable la eritropoyetina humana recombinante (hEPO) en la leche
de mamiferos mediante la transduccion directa del epitelio
glandular mamario. Utilizando el sistema AAV-DJ Helper Free
Packing system disefiamos y construimos vectores virales adeno-
asociados para la expresion de eritropoyetina humana. Para esto
se disefid un constructo policistrénico que contiene las secuencias
codificantes para las moléculas de hEPO (E), N-acetil glucosamina
transferasa IV (G) y Sialiltransferasa 2(S) (pAAV-EGS). Los vectores
virales fueron obtenidos a partir de la linea celular HEK 293 AAV
co-transfectando los vectores pHELPER, pDJ y pAAV-EGS. Las
particulas virales fueron obtenidas desde el lisado celular y
sobrenadante de cultivo, y fueron purificadas mediante
cromatografia de intercambio idnico. Este proceso generd titulos
virales mayores de 108 gv/mL. Para la transduccion de cada
glandula mamaria de ratona se utilizaron 107 gv. La extraccion de
leche se realizé a partir de las 48 horas post-transducciéon durante
30 dias. La expresién de la proteina de corroboré6 mediante
western-blot y se probd la actividad bioldgica en ensayos de
medicién de hematocrito en sangre de ratones CF1 tratados.
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36- FACTORES SECRETADOS POR CELULAS ENDOTELIALES,
DIFERENCIADAS DESDE CELULAS MESENQUIMALES PROMUEVEN
LA REPARACION TISULAR EN UN MODELO DE HERIDA EN RATON
HIPERGLICEMICO. Factors secreted by endothelial cells,
differentiated from mesenchymal cells promotes tissue
regeneration in model of wound in hyperglycemic mouse.

Ormazabal, V.1, Zuiiga, F.2, Toledo, J.R.3, Maura, R.3, Aguayo, C.2
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Las células mesenquimales (MSC) han sido ampliamente
estudiadas por su potencial biotecnolégico asociado a su
capacidad de diferenciacion, proliferacién, plasticidad y baja
inmunogenicidad, siendo un blanco para su uso en reparacién de
tejidos. Sin embargo, se ha planteado la posibilidad que tal vez no
son las MSC, si no mas bien los factores secretados por las MSC
quienes inducen la reparacion de los tejidos. En nuestro
laboratorio hemos cultivado y caracterizado molecular y
fenotipicamente células MSC obtenidas desde la gelatina de
Wharton de cordén umbilical humano. Hemos diferenciamos las
MSC a células endoteliales (Endo), comprobando su potencial en
regeneracion tisular. Utilizando un modelo de herida en ratén,
hemos demostrado que el sobrenadante de Endo contiene
factores secretados que tienen potencial de inducir reparacion
tisular. Con estos antecedentes nos plantemos como objetivo
evaluar el efecto de los factores secretados por Endo, sobre la

Rev. Farmacol. Chile (2016) 9 (2)

de

Farmacologia
Chile

capacidad de regeneracién tisular en un modelo de herida
desarrollado un ratén hiperglicémico-hiperinsulinémico. Los
resultados obtenidos sefialan que los factores secretados por
Endo, son capaces de disminuir el tiempo de cierre de herida,
comparado con el control, con sobrenadante de MSC vy
sobrenadante de células HUVEC. Estos resultados permiten sugerir
que estos factores tienen un potencial terapéutico para uso en el
tratamiento de heridas cronicas.
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37- BASES ESTRUCTURALES DE LA MODULACION
ALOSTERICA POSITIVA Y SELECTIVA DE ZINC E IVERMECTINA POR
P2X4R. Structural basis of the positive and selective allosteric
modulation of zinc and ivermectin by P2X4R.

Latapiat, V.X. 1; Huidobro-Toro, J.P.1,2
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La modulacién alostérica de proteinas es considerada un pilar de
la regulacién metabdlica que se ha extendido a la modulacién de
los canales idnicos. Hemos investigado la modulacién alostérica
del receptor P2X4 (P2X4R) por Zn(ll) e ivermectina (IVM), una
lactona macrociclica derivada de un Streptomycetes, con actividad
antiparasitaria. Zn(Il) e IVM modulan positivamente P2X4R con
efectos aditivos. Se propone como hipdtesis que Zn(ll) e IVM
interactian en sitios distintos P2X4R y que ademds, producen
cambios en la conformacion del receptor. Usamos herramientas
bioinformaticas como acoplamiento y dinamica molecular, con el
fin de caracterizar el sitio de unién de IVM. También se estudiaron
los cambios producidos en el poro en la transiciéon de cerrado a
abierto por ATP con y sin zinc e IVM para entender como la
estructura de P2X4R se modifica por IVM, Zn(ll) y ATP. Mediante
acoplamiento molecular se determind que la modulacién
alostérica por IVM involucra las hélices transmembrana (TM) y la
interfaz proteina-lipido de P2X4R, debido principalmente a la
hidrofébicidad del sitio e interacciones de tipo pi-pi de IVM con los
residuos Tyrd2, Trp46, Trp50 del P2X4R. En contraste, P2X2R vy
P2X7R, que no son modulados por IVM, carecen de un residuo
aromatico en la posicion 50, que estaria favoreciendo la
interaccion del complejo. Por otra parte, las dindamicas
moleculares muestran que Zn(lIl) es estable en la zona cercana a
Cys132 y que la interaccion de IVM en la interfaz de los segmentos
TM aumenta el tamafio de la fenestracion del poro, consistente
con el efecto aditivo en la induccion de corrientes por ATP. Estos
estudios evidencian las bases estructurales de la modulacién
especifica de IVM por P2X4R.
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38- EL TRATAMIENTO CON FENOFIBRATO EVITA LA
PREFERENCIA DE LUGAR CONDICIONADO POR ETANOL Y REDUCE
EL EFECTO DE PRIVACION EN RATAS BEBEDORAS UCHB.
Fenofibrate treatment avoids ethanol conditioned place
preference and alcohol deprivation effect in alcohol preferring
UChB rats.

Salinas-Luypaert, C.1; Jerez, E.1; Gallardo-Castillo, E.P.1; Rivera-
Meza, M.1; Karahanian, E.2
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Auténoma de Chile.

El etanol es metabolizado principalmente en el higado por las
enzimas alcohol deshidrogenasa y catalasa para formar, en
primera instancia, acetaldehido. Diversos trabajos han
demostrado el efecto aversivo que genera la acumulacién de
acetaldehido a nivel periférico, convirtiéndose en un blanco de
accion terapéutica para el tratamiento del alcoholismo. El
fenofibrato es un farmaco cominmente utilizado en la clinica para
el tratamiento de la hipercolesterolemia primaria. Su mecanismo
de accion implica la activacion del factor de transcripcidon
peroxisomal PPAR-alfa, el principal regulador del metabolismo
lipidico en el higado. Se postula que la activacién de este factor de
transcripcién podria incrementar los niveles de la enzima
peroxisomal catalasa, logrando asi una acumulacién de
acetaldehido periférico. En este trabajo se estudié el efecto del
tratamiento con fenofibrato (50 mg/kg/dia) sobre (i) la preferencia
a lugar condicionado por etanol y (ii) el efecto de privacion de
etanol en ratas bebedoras de la cepa UChB. El tratamiento con
fenofibrato evité completamente la generacion de preferencia a
lugar condicionado por etanol en ratas bebedoras UChB. El
fenofibrato ademds redujo significativamente el consumo de
etanol al restablecer el libre acceso tras un periodo de privacién
de 14 dias en ratas previamente en consumo cronico. Este efecto
se reprodujo tras un segundo periodo de 14 dias de privacién. El
porcentaje de lipidos de los higados de las ratas tratadas con
fenofibrato no difiere significativamente del de las ratas control.
En conjunto estos resultados apuntan a que el tratamiento con
fenofibrato es efectivo en la reduccién de los efectos reforzantes
de etanol.
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39- CARACTERIZACION ESTRUCTURAL DE LA
HETEROMERIZACION ENTRE EL RECEPTOR DE DOPAMINA D1 Y EL
RECEPTOR DE LA HORMONA LIBERADORA DE COTICOTROFINA
TIPO-2 ALFA. Structural characterization of the the D1 dopamine
receptor and the type 2-alpha corticotrophin releasing hormone
heteromer.
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Los receptores acoplados a proteina G (GPCRs), son la familia mas
numerosa de receptores de membrana. Los GPCRs responden
traduciendo sefiales via su acoplamiento con las proteinas G
heterotriméricas, permitiendo las respuestas de variada
naturaleza que accionan los GPCRs. Tradicionalmente el accionar
de los GPCR se describié como una sola unidad funcional, pero
existe creciente evidencia que éstos son capaces de formar
homoémeros y/o heterémeros, lo cual tiene implicancias en su
funcionamiento (Ng et al, 2013). Dentro de la familia de GPCRs se
encuentran el receptor dopaminérgico del tipo 1 (D1R) y el
receptor de la hormona liberadora de corticotrofina del tipo-2alfa
(CRHR2alfa). Tanto la dopamina como la hormona liberadora de
corticotrofina (CRH) son neurotransmisores claves en la
interaccion entre estrés y adiccién (Koob 2008, Gysling 2012,
George et al 2012). Se demostrd recientemente que ambos
receptores son capaces de heteromerizar (Fuenzalida et al, 2014),
lo que podria explicar en parte el nexo existente entre el uso de
drogas de abuso y estimulos estresantes. La interaccion entre D1R
y CRHR2alfa produce un cambio en la sefializacion y la localizacion
subcelular de ambos receptores. El objetivo del presente trabajo
es determinar la base estructural de la formacién del heterémero
D1/CRHR2alfa. Para ello, se gener6 un mutante del D1R, en donde
se cambid un motivo de di-leucina en su C-terminal, que lo retiene
intracelularmente. La co-expresion de D1R —mut con CRHR2alfa no
modificé la localizacién del CRHR2alfa. Estos resultados sugieren
que el heteromero D1R/CRHR2alfa se forma intracelularmente.
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40- TRANSMISION OPIACEA Y ALCOHOLISMO:
SILENCIAMIENTO DE LA EXPRESION DEL GEN DEL RECEPTOR MU-
OPIOIDE MEDIANTE RNA DE INTERFERENCIA. Opiate transmission
and alcoholism: silence of mu opioid receptor gene expression by
interference RNA.

Araya, A, Rivera-Meza, M.
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El alcoholismo es un problema mundial de salud publica, por lo
que es importante comprender sus bases neuro-farmacolégicas
para identificar nuevos blancos terapéuticos. Uno de los
problemas del alcoholismo es la recaida, que corresponde a la
pérdida de control sobre el consumo de alcohol cuando el
paciente vuelve a beber después de un periodo de abstinencia.
Estudios en modelos animales de alcoholismo han asociado un
mayor valor placentero del alcohol al momento de la recaida. Este
incremento del valor hedonistico del alcohol podria estar asociado
a un mayor nivel del receptor mu-opioide (MOR) en el circuito
cerebral de recompensa. Para determinar la importancia de MOR
en la recaida al consumo de alcohol, en este trabajo se presentan
estudios destinados a desarrollar vectores lentivirales que
expresen o reduzcan in vivo la expresion de MOR. Para ello se
clond el gen MOR de rata en el plasmido pHIV-OPMRr-eGFP. Se
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transfectaron células HEK293T con pHIV-OPMRr-eGFP y se verificd
la expresion de MOR mediante Western blot. Para lograr el
silenciamiento de la expresidn del receptor se co-transfectd pHIV-
OPMRr-eGFP con cuatro secuencias distintas de shRNAs
complementarios al mRNA de MOR. Para los ensayos in vivo se
generaron lentivirus codificantes de MOR y del shRNA mas
potente en reducir su expresidn. Los resultados mostraron que
pHIV-OPMRr-eGFP fue efectivo en generar in vitro MOR. De las
cuatro secuencias de shRNA anti MOR se encontré que las
secuencias A y D otorgaron el mayor grado de silenciamiento
(83,7% y 80,6% respectivamente). En conclusion, se logré clonar y
expresar MOR en células HEK-293T. Ademas, se identificaron 2
secuencias de shRNA capaces de silenciar en mas de 80% la
expresion del cDNA codificante de MOR.
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41- RELEVANCIA DEL RESIDUO $346 EN LA MODULACION
FUNCIONAL DE LA SUBUNIDAD ALFA3 DEL RECEPTOR DE GLICINA
POR PROTEINA QUINASA A. Relevance of the 5346 residue for the
functional modulation of the glycine receptor alfa3 subunit by
protein kinase A.
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El dolor crénico inflamatorio estd asociado a una disminucién de
las corrientes glicinérgicas en el asta dorsal de la médula espinal.
Este fendmeno esta relacionado a la activacion de receptores EP2
por prostaglandinas enddgenas y la subsecuente fosforilacion de
receptores de glicina (R-Gli) compuestos de la subunidad alfa3 por
PKA en el residuo S346. A pesar de la importancia de este
fendmeno, los mecanismos moleculares asociados a la inhibicion
funcional de alfa3-R-Gli por fosforilacion aun no estdn
establecidos. En este trabajo, hemos explorado los mecanismos
moleculares involucrados utilizando técnicas electrofisioldgicas,
inmunocitoquimicas y moleculares. Experimentos
electrofisiolégicos en células HEK293 que expresaron alfa3-R-Gli
junto con receptores EP2 o junto con una adenilil ciclasa
fotoactivable (b-PAC) demostraron que la activacion de PKA
generd una disminucién significativa de la corriente activada por
glicina. Ensayos de inmunocitoquimica y de andlisis de imdgenes
determinaron que esta disminucién funcional no esta asociada a
cambios en la expresion de alfa3-R-Gli en la membrana
plasmatica. La relevancia funcional de la fosforilacion del residuo
S346 fue extendida a través del estudio de alfa3-R-Gli mutantes
que simulan el estado fosforilado (S346E) y no fosforilado (S346A).
Ensayos inmunocitoquimicos y electrofisiolégicos mostraron que
la expresién en la membrana plasmdtica y que las propiedades
electrofisiolégicas macroscopicas de ambos receptores fueron
similares a las presentadas por receptores salvajes. Sin embargo,
registros electrofisiolégicos de canales Unicos mostraron que la
mutante fosfomimética S346E posee una disminucién significativa
en la conductancia. En conjunto, nuestros resultados sugieren que
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la inhibicién funcional de alfa3-R-Gli por PKA estd principalmente
asociada a una reduccion en la conductancia relacionada con la
modificacion del residuo S346.
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42- POLIMORFISMOS EN GENES DE GLUTATION S-
TRANSFERASAS GSTP1 Y GSTT1 COMO FACTORES DE RIESGO DE
CANCER TESTICULAR. Glutathione S-transferases GSTP1 and
GSTT1 genetic polymorphisms as testicular cancer risk factors.
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El cancer testicular es el tumor maligno que representa
aproximadamente el 1% de todos los cdnceres. En Chile presenta
altas tasas de incidencia y mortalidad, estimandose que 7 de cada
100,000 hombres al afio lo padecen. La familia de genes glutation-
S-transferasa (GSTs) que codifican para enzimas de metabolizacion
de fase Il, tienen un importante papel en la biotransformacién y
desintoxicacion de diferentes xenobidticos y componentes
endodgenos, incluyendo agentes carcindgenos, mutagenos y
medicamentos antineoplasicos. Estos medicamentos pueden
formar conjugados con la glutatién, de manera espontanea o en
reacciones catalizadas por GST. Mutaciones en estos genes han
sido asociadas a mayor incidencia de diversos tipos de céncer. El
objetivo de este trabajo fue relacionar la presencia de
polimorfismos GSTP1-313 A>G y delecion GSTT1 y su posible
asociacion con la incidencia de cancer testicular (CT). Metodologia:
Se obtuvo DNA gendmico de 213 voluntarios de poblacién general
chilena y 132 pacientes con CT. El andlisis genotipico fue realizado
mediante Real Time-PCR y PCR. Resultados: El polimorfismo
GSTP1-313 A>G presenta una frecuencia alélica de G de 0,345 en
poblaciéon general y 0,477 en pacientes con CT, significativamente
asociado con el incremento del riesgo en CT (OR = 2,85; IC = 1,61-
5,15; p-value <0,001) para la condicidn heterocigota y homocigota
mutada (OR = 4,78; IC = 2,13-11,1; p-value = <0,001). Para la
mutante “null” de GSTT1 la frecuencia alélica es de 0,08 en
poblacion general y 0,17 en CT (OR = 2,42; IC = 1,00-6,68 y p-value
= 0,083). Conclusién: La frecuencia alélica para polimorfismos
GSTP1-313 A>G y mutante “null” de GSTT1 es mayor en pacientes
con CT, siendo estos polimorfismos significativamente asociados
con el incremento del riesgo en CT.

Area de la Farmacologia: Farmacologia molecular

Direccion de Correo: jcarlos.rubilar.esp@gmail.com
Agradecimientos: Trabajo financiado a través del proyecto
Fondecyt regular N° 114-0434

Socio Patrocinante: Dra. Angela Margarita Roco Arriagada

83


mailto:anibal.aray@gmail.com
mailto:victoriasanmart@udec.cl
mailto:jcarlos.rubilar.esp@gmail.com

SO Nsssean

FAR Pde

CHI

43- LA HORMONA TIROIDEA (T3) SUPRIME LA
ACTIVACION DEL INFLAMASOMA NLRP3 INDUCIDA POR LA
ISQUEMIA/REPERFUSION (IR) HEPATICA: PAPEL DE LA PROTEINA
QUINASA ACTIVADA POR AMP (AMPK). Thyroid hormone
suppresses isquemia-reperfusion-induced liver NLRP3
inflammasome activation: role of AMP- activated protein kinase.

Vargas, R; Fernandez, V; Videla, L.A.

Laboratorio de Estrés Oxidativo y Hepatoxicidad, Programa de
Farmacologia Molecular y Clinica, ICBM, Facultad de Medicina,
Universidad de Chile.

La T3 preacondiciona contra el dafio hepatico producido por la IR,
cuyo alto requerimento energético se relaciona a la induccién y
activacion de la AMPK asociada a su fosforilacion y al estrés
oxidativo desarrollado. Debido a que la IR involucra un
componente inflamatorio, el objetivo de este estudio fue
determinar la influencia de la administracion de T3 (0,1 mg/kg o
vehiculo; tiempo cero) en la activacion del inflamasoma (NLRP3)
en higado de ratas, y el papel de la AMPK mediante su inhibicién
con compuesto C (CC; 10 mg/kg o vehiculo; tiempo cero y 24 h).
Luego de 48 h del tratamiento hormonal, los higados de ratas
Sprague-Dawley (180-200 g) fueron sometidos a 1 h de isquemia
seguida de 20 h reperfusidn. Se determinaron parametros de dafio
(histologias y niveles séricos de aspartato aminotransferasa (AST)),
niveles de ARNm (gPCR) y proteinas (Western Blot o ELISA)
hepdticas. La IR distorsiona substancialmete la arquitectura
hepatica, con necrosis, infiltracion de neutrdfilos, aumento de AST
sérica y niveles elevados de ARNm y proteicos de NLRP3 e
interleuquina-1beta hepaticos. Estos efectos fueron suprimidos
por T3 y recuperados por el tratamiento con CC. En conclusion, T3
preacondiciona al higado contra el dafio producido por IR,
estableciendo las bases moleculares de su accién anti-inflamatoria
mediante la supresion de la induccion de NLRP3 e IL-1beta por IR,
fenémeno en el cual AMPK juega un papel causal en la promocion
de la dindmica energética y sobrevivencia celular.
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44- REGULACION DE LA VIiA DE SENALIZACION DE
PPARALFA-FGF21 Y SU COMPLEJO RECEPTOR FGFR1-BETA-
KLOTHO EN HIGADO DE RATA MEDIANTE EL TRATAMIENTO CON
HORMONA TIROIDEA. Upregulation of rat liver PPARalpha-FGF21
and its receptor complex FGFR1- beta-Klotho signaling pathway by
a thyroid hormone protocol.

Riquelme, B.1; Vargas, R.1; Arenas, A.1; Cornejo, P.2; Fernandez,
V.1; Videla, L.A.1

1Laboratorio de Estrés Oxidativo y Hepatoxicidad, Programa de
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Universidad de Chile.2 Escuela de Tecnologia Médica, Facultad de
Salud y Odontologia, Universidad Diego Portales.

Se conocen diversas estrategias para el precondicionamiento

hepatico, entre ellas el tratamiento con T3. Esta hormona posee
un efecto calorigénico en el higado, lo que desencadena la
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expresion de genes relacionados con el metabolismo, provocando
asi el efecto citoprotector. El objetivo de este estudio fue
determinar la influencia de T3 sobre la expresion de ARNm vy
proteica de PPAR alfa, FGF21 y el complejo receptor de FGF21,
FGFR1 y Beta-Klotho, componentes clave de la via de sefializacion
asociada a T3, que termina con la activacidn de la proteina quinasa
activada por AMP (AMPK). Para lograr estos propdsitos, se
administré una dosis Unica de 0,1 mg T3/kg a ratas Sprague-
Dawley (180-200 g) o vehiculo hormonal (controles). Para los
andlisis, se utilizaron las técnicas de qPCR, Western Blot y ELISA. La
administracidon de T3 aumenta la expresién hepatica de los ARNm
de PPAR alfa, FGF21 y Beta Klotho (P<0,05; test de t-Student), sin
cambios en los de FGFR-1. Los niveles proteicos de PPAR alfa y
FGF21 también aumentan por influencia de T3 (P<0,05), sin
cambios significativos en los de Beta Klotho y FGFR-1. Se concluye
que T3 aumenta la expresién de los componentes de la via de
sefializacion PPAR alfa-FGF21, la cual requiere de la induccién de
Beta-Klotho como cofactor esencial del complejo con FGFR-1,
eventos clave que llevan al aumento de la energética hepatica al
activar AMPK. La ausencia de cambios en la expresidn proteica de
Beta-Klotho pudiera deberse a su fuerte unién al complejo FGF21-
FGFR-1 (Kd = 1,5x10-10 M), mientras que FGFR-1 se expresa
constitutivamente en el higado y no es limitante para la operacién
de la via.

Area de la Farmacologia: Farmacologia molecular
Direccion de Correo: barbara.jrr.645@gmail.com
Agradecimientos: Financiado por FONDECYT 1150104
Socio Patrocinante: Dr. Luis A. Videla C.

45- EFECTO DE LA CONCENTRACION DE ASCORBATO EN EL
PLASMA SOBRE LA FUNCION MICROCIRCULATORIA EN
PACIENTES CON INFARTO AGUDO AL MIOCARDIO. Effect of the
plasma ascorbate concentration in the microcirculatory function in
patients with acute myocardial infarction.

Yumha Laiz, J.1, Rodrigo, R.1, Gonzalez, J.1, Valls, N.1, Brito, R.1

Instituto de Ciencias Biomédicas, Laboratorio Estrés Oxidativo y
Nefrotoxicidad, Facultad de Medicina, Campus Norte, Universidad
de Chile, Santiago, Chile.

INTRODUCCION: Existe gran evidencia que el estrés oxidativo es
uno de los principales responsables de la patogénesis de la
disfuncion microvascular después de la reperfusion en pacientes
con infarto agudo al miocardio (IAM). En este contexto la terapia
antioxidante puede ser benéfica para disminuir los efectos
deletéreos de las especies reactivas del oxigeno sobre la funcién
cardiaca. OBIJETIVOS: Establecer si los niveles de ascorbato
plasmaéticos influyen en la microcirculacién cardiaca en pacientes
sometidos a angioplastia coronaria de reperfusién. METODOS: Se
realizé un ensayo clinico randomizado, doble ciego y control-
placebo. Pacientes con infarto agudo al miocardio previamente
reclutados se dividieron en dos grupos: intervenidos y controles.
Al grupo intervenido se le administré vitamina C como ascorbato
de sodio en altas dosis (320mM) via infusion continua endovenosa
(10mL/min la primera hora seguido de 3mL por minuto las
siguientes dos horas) y una dosis Unica oral de vitamina E (800 Ul)
30 minutos antes de la angioplastia. Luego se les indicaron dosis
orales de vitamina C (500 mg/12 hrs ) y E (400 Ul/24hrs) por 84
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dias. Se analizé el grado de perfusién miocérdica como método
para evaluar la funcidn microcirculatoria, a través de la graduacion
“TIMI myocardial perfusion grade” (TMPG). RESULTADOS: En el
grupo tratado el 95% de los pacientes logré una TMPG 2-3 y tan
solo un 5% se mantuvieron con un TMPG 0-1. Contrariamente, en
el grupo control solo el 79% de los pacientes mostré TMPG 2-3 y el
21% presentd un TMPG 0-1. CONCLUSIONES: El uso de vitamina C
en altas dosis previo a la angioplastia coronaria de reperfusién
muestra beneficios sobre la prevencion de la disfuncion
microcirculatoria en pacientes sometidos a angioplastia de
reperfusién.

Area de la Farmacologia: Farmacologia cardiovascular

Direccion de Correo: yumha88@gmail.com
Agradecimientos: Financiado por FONDECYT proyecto: 112-0594

46- EXPRESION DE LOXIN EN UN MODELO DE RATON CON
ATEROSCLEROSIS. Overexpression of LOXIN in a mouse model of
atherosclerosis.

Reyes, C.1; Aroca, C.1; Covarrubias, A.3; Zufiga, F.A.1; Ormazabal,
V.2; Aguayo, C.1

1Department of Clinical Biochemistry and Immunology, Faculty of
Pharmacy, University of Concepcidon, Concepcién, Chile.
2Departament of Physiopathology,Faculty of Biological Sciences,
University of Concepcién, Concepcién, Chile. 3Departament of
Medical Technology, Faculty of Health Sciences, University of San
Sebastian, Concepcidn, Chile.

Atherosclerosis is a major form of cardiovascular disease and the
main risk factors is oxidized low-density lipoprotein (ox-LDL). Ox-
LDL has been demonstrated to be involved in multiple steps of the
pathogenesis of aterosclerosis.LOX-1 is the main ox-LDL receptor
and is a disulfide-linked homodimer belonging to the C-type lectin-
like receptors improve the aterosclerosis process.LOX-1 is encode
by OLR1 gene,previous work identified six single nucleotide
polymorphisms (SNPs) and OLR1 exon 5 alternative splicing leads
to the generation of an isoforms skipping of exon 5 generates a
truncated protein isoform (LOXIN) that lacks the Ox-LDL binding
domain and protects against Ox-LDL uptake.Recently,evidence
suggest that high levels of ox-LDL contribute to the development
of atherosclerosis by promoting apoptosis of mature endothelial
cells,Interesently,in vitro evidence suggest LOXIN could ameliorate
the atherosclerosis process but It is unclear whether LOXIN has a
therapeutic effect on aterosclerosis in vivo. Therefore, we
investigated directly in a H4-II-E-C3 rat hepatoma cell line a
functional consecuence of interaction between LOX-1 rat with
LOXIN human by IF.Our data demostrates a low levels of
apolipoprotein  B100 incorporation when H4 cell line was
incubated in oxLDL and LOXIN.In addition, a mouse model of
aterosclerosis 8 week-old female apolipoprotein E-deficient mice
were fed a high-fat by 3 mouth after we evaluated atherosclerotic
plague development and LOX-1 expression by IF,IHQ.Our data
demostrates a high expression of LOX-1 apolipoprotein E-deficient
mice fed a high-fat by 3 mouth and a disminution of ateroma
formation in aortic well. Therefore, LOXIN could serve as a new
drug for the treatment of atherosclerosis-related diseases.
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47- INTERFERON-BETA DISMINUYE EL RECLUTAMIENTO DE
NEUTROFILOS INDUCIDO POR LPS SOBRE FIBROBLASTOS
CARDIACOS. Interferon-beta reduces neutrophil recruitment
induced by LPS on cardiac fibroblasts.

Anfossi, R.; Bolivar, S.; Humeres, C.; Diaz-Araya, G.A.

Laboratorio Farmacologia Molecular Cardiovascular,
Departamento Quimica Farmacoldgica y Toxicoldgica, Facultad
Ciencias Quimicas y Farmacéuticas, Universidad de Chile.

Ultimamente se ha descrito el rol determinante que tiene el
fibroblasto en el proceso inflamatorio (Pl). En el tejido cardiaco, el
fibroblasto cumple un rol de sostén del corazén, respondiendo de
manera muy variada y compleja a ciertos estimulos con el fin de
mantener la homeostasis del érgano. En este Pl el neutréfilo es de
vital importancia para que se lleve a cabo y tan sensible, que su
sobreexpresion conlleva a la exacerbacién de la respuesta
inflamatoria. Para cumplir su funcién necesita de la secrecién de
interleuquina 8 (IL-8), quimioquina vital en la activacién vy
migracién de este. Su infiltracién al lugar de injuria, también
requiere de la presencia de proteinas de adhesion, entre ellas E-
selectina, ICAM-1y VCAM-1. Un Pl desencadena la sobreexpresion
de estas proteinas, sin las cuales, los neutrdfilos no podrian
transmigrar el endotelio y/o adherir a los fibroblastos. Ya en el
lugar de inflamacién, este libera su contenido rico en citoquinas,
enzimas degradadoras y quimioquinas reclutadoras de otros
leucocitos, entre otras. Es por esto que esta via inflamatoria es tan
importante y delicada. En este trabajo se utilizé el Interferén beta
(IFN-beta), debido a sus antecedentes como modulador de la
respuesta inflamatoria. Hasta la fecha no existen trabajos que
utilicen IFN-beta como modulador de esta via. Se caracteriz6 la IL-
8, ICAM-1 y VCAM-1 al estimular fibroblastos cardiacos (FC) con
LPS y ver el efecto que ejerce el IFN-beta sobre estas. Los
resultados demostraron el efecto “preventivo” que ejerce el IFN-
beta sobre la expresion de estas proteinas respecto de los niveles
alcanzados en FC tratados con LPS. En consecuencia, se observo el
mismo efecto del IFN-beta en la adhesion de neutréfilos sobre FC.
Asi, se demostré que el IFN-beta es capaz de censar esta
importante via del proceso inflamatorio y asi, transformarse en
una potencial alternativa terapéutica. al modular la cascada
inflamatoria luego de algun evento de injuria cardiaca como lo
puede ser una miocarditis, o bien, un infarto al miocardio.
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48- HEPARAN SULFATO AUMENTA LA ADHESION DE
LEUCOCITOS A FIBROBLASTOS CARDIACOS VIiA TLR4. Heparan
sulfate increases leukocyte adhesion to cardiac fibroblasts through
TLR4.

Olivares-Silva, F., Anfossi, R., Osorio, J.M., Mufioz, C., Bolivar, S.,
Humeres, C., Diaz-Araya, G.A.

Laboratorio de Farmacologia Molecular, Departamento de
Quimica Farmacoldgica y Toxicoldgica, Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacéuticas, Universidad de Chile.

Introduccidn: El fibroblasto cardiaco (FC) es una célula centinela
en el tejido cardiaco y responde a diversos estimulos pro-
inflamatorios. El hepardn sulfato (HS), es un patréon molecular
asociado a dafio, liberado en procesos como infarto cardiaco y
activa el TLR4. Se desconoce el efecto de HS sobre la expresiéon de
ICAM-1 y VCAM-1 en los FCy si aumenta la adhesién de leucocitos
sobre los FC. Objetivos: Demostrar que HS aumenta la expresiéon
de ICAM-1, VCAM-1 y la adhesidn de células mononucleares de
bazo (SMC) y polimorfonucleares de médula 6sea (PMN) en FC,
mediados por TLR4. Materiales y métodos: Se utilizaron FC de rata
Sprague-Dawley, los cuales fueron estimulados con HS y se evalud
tanto la expresién de ICAM-1 y VCAM-1 (western blot), como la
adhesion de SMC y PMN (fluorimetria) en presencia/ausencia de
inhibidores de TLR4, PI3K/AKT, ERK1/2, NF-kB y siRNA contra
ICAM-1 y VCAM-1. Resultados: HS aumenta la expresion de ICAM-
1y VCAM-1 entre 1.5-2 veces respecto del control, como también
incrementa la adhesion de SMC y PMN sobre los FC. Ambos
efectos son comparables a LPS. El aumento en la expresion de
ICAM-1 y VCAM-1, junto con la adhesién de SMC y PMN es
dependiente de TLR4, PI3K/AKT y NF-kB. Al silenciar ICAM-1 y
VCAM-1 se observa una disminucién en la adhesién comparados
con el control. Conclusiones: HS aumenta, via TLR4, la expresiéon
de ICAM-1, VCAM-1 y la adhesion de SMC y PMN sobre los FC,
cumpliendo un rol importante en procesos inflamatorios de dafio
cardiovascular.
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49- EVALUACION DE MECANISMOS EPIGENETICOS EN UN
MODELO DE CELULAS MONOCITICAS HUMANAS (THP-1)
TRATADAS CON ESTATINAS. Evaluation of epigenetic mechanisms
in a model human monocytic cell (THP-1) treated with statins.

Lagos, J.1,3; Hirata, R.D.C.2; Hirata, M.H.2; Salazar, L.A.1
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Introduccién: La farmacodinamia de estatinas esta asociada a la
biosintesis intracelular de colesterol. Es conocido que las estatinas
regulan la expresién de genes de esta via, sin embargo no se
conoce si modulan mecanismos epigenéticos. Objetivo: Evaluar in
vitro la expresion de genes de la farmacodinamia de estatinas en
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asociacion a metilacion de ADN, modificacién de histonas vy
expresion de miRNAs. Metodologia: Se cultivaron células THP-1 en
ausencia y presencia de 10 pM de atorvastatina y simvastatina. La
expresion génica y la expresion de miRNA 29a, 29b, 33a, 33b, 300
y 454 se realizd6 mediante PCR en tiempo real. Se determind la
metilacion global del ADN y 31 modificaciones en histona 3 y 4
mediante inmunoensayos colorimétricos. Resultados: Los genes
LDLR, HMGCR, SREBF2 e INSIG1 fueron sobreexpresados por
ambas estatinas, mientras que SCAP, MBTPS1 y MBTPS2 solo por
simvastatina. Ninguna estatina afectd SREBF1, INSIG2 y KPNB1. Se
observé hipometilacion de ADN y aumento de metilacion de
H3K36 y H3K79, acetilacion de H3K14, H3K9, H4KS y fosforilacion
H3Ser28 por ambas estatinas, y solo atorvastatina aumentdé
metilacion de H3K4, H3K9, H3K36 y H4K20. Simvastatina aumentd
metilacion de H4K20 y fosforilacién de H4Serl. Ambas estatinas
sobreexpresaron miARN-29b y 454 y sélo atorvastatina
sobreexpresd miARN-33b. No se observaron cambios en miRNA
29a, 33a, y 300. Conclusiones: Simvastatina y atorvastatina
modulan diferencialmente la expresion de genes y mecanismos
epigenéticos. La sobreexpresidon génica podria deberse a una
mayor transcripciéon por hipometilacion de ADN vy estructura
abierta de la cromatina debido a modificaciones de histonas y
miRNAs. Este es el primer estudio simultdneo de tres mecanismos
epigenéticos en presencia de estatinas.
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50- MIRO1 ES UN REGULADOR NEGATIVO DE LA
HIPERTROFIA INDUCIDA POR FENILEFRINA EN CARDIOMIOCITOS
DE RATA NEONATA. Mirol is a negative regulator of
phenylephrine  induced  hypertrophy in rat neonatal
cardiomyocytes.

Olmedo, I.1; Casanova, A.1; Pedrozo, Z.1,2; Donoso, P.1; Sanchez,
G.1

linstituto de Ciencias Biomédicas, Facultad de Medicina,
Universidad de Chile. 2Advanced Center for Chronic Diseases,
Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

Las mitocondrias son responsables del 90% de la produccién de
ATP en el cardiomiocito y su funcidn esta regulada dindmicamente
por procesos de fusidn y fisidn. La estimulacidon de cardiomiocitos
con agonistas adrenérgicos genera hipertrofia y aumento de la
fision mitocondrial, lo que se asocia a una disminucién de la
produccion de ATP. Mirol es una proteina de la membrana
externa mitocondrial implicada en el transporte y dindmica
mitocondrial en neuronas. Mirol se expresa en el tejido cardiaco
pero su rol es desconocido. El objetivo de este trabajo fue evaluar
la participacién de Mirol en la hipertrofia cardiaca inducida por
fenilefrina (FE), para lo cual se trataron cultivos primarios de
cardiomiocitos de rata neonata con FE 50 x 10 -6 M durante 48
horas. Se utilizaron células controles y células silenciadas para
Miro1l (siMirol). Se evaluaron los niveles del ARNm de Miroly de
marcadores hipertroficos (Beta-MHC, ANP y BNP) por gPCR. Se
evalu6 el drea celular y el indice de sarcomerizacién por
microscopia de epifluorescencia utilizando rodamina-faloidina. La
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dindmica mitocondrial fue evaluada por microscopia confocal
utilizando Mitotracker Green. Los resultados muestran que
durante la hipertrofia inducida por FE aumentan los niveles del
ARNm de Mirol. El silenciamiento de esta proteina durante la
incubacion con FE incrementa la expresion de los marcadores de
hipertrofia, el area celular, el indice de sarcomerizacion y la fision
mitocondrial en comparacién con los valores observados en
células controles incubadas con FE. Estos resultados sugieren que
Mirol es un regulador negativo de la hipertrofia inducida por
fenilefrina en cardiomiocitos de ratas neonatas.
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51- “POLIMORFISMO VKORC1 - 1639G>A (R$9923231), EN
POBLACION CHILENA: IMPLICANCIAS EN LA TERAPIA
ANTICOAGULANTE CON DERIVADOS CUMARINICOS”. “VKORC1-
1639G>A (rs9923231) polymorphism, in the Chilean population:
implicances in anticoagulant therapy with coumarin derivatives”.

Suarez, M.1, Roco, A.1, Rubilar, J.C.1, Nieto, E.2, Cruz, D.2,
Quinones, L.1
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Anticoagulante, Hospital San Juan de Dios.

Antecedentes: La capacidad inherente para metabolizar farmacos
varia entre los pacientes. Aquellos con metabolismo rapido
requieren dosis elevadas y una mayor frecuencia para alcanzar las
concentraciones terapéuticas deseadas, en cambio aquellos con
metabolismo lento requieren dosis inferiores y una menor
frecuencia para evitar la toxicidad, sobre todo en farmacos con
indice terapéutico estrecho. Las dos enzimas mas importantes
relacionadas con la accién y metabolizacion de los anticoagulantes
orales, como acenocumarol y warfarina, son la Vitamina K epéxido
reductasa (codificada por el gen VKORC1) y el citocromo CYP2C9.
Diversos estudios han demostrado que polimorfismos genéticos
de CYP2C9 (particularmente los alelos *2 y *3) y un polimorfismo
en la region promotora de VKORC1 (-1693G>A) son las variantes
de mayor implicancia de un requerimiento menor de dosis
habitual de cumarinas. De acuerdo a estos antecedentes, se
propuso la presente investigacion. Objetivo general: “Determinar
las frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo -1693G>A
de la enzima Vitamina K epdxido reductasa (VKORC1) en poblacién
chilena”. Voluntarios y Métodos: El estudio es de tipo descriptivo,
realizdndose en el periodo Agosto 2015 a Enero 2016 con 224
voluntarios, quienes cumplieron los criterios de inclusion, a los
cuales se les tomd6 una muestra de sangre venosa para obtencién
de ADN vy analisis genotipico utilizando PCR en tiempo real con
sondas Tagman especificas. Resultados: La frecuencia genotipica
del polimorfismo VKORC1-1693G>A (rs9923231) en poblacién
estudio fue de 27,7% para homocigoto GG, 20,5% para
homocigoto AA y 51,8% para heterocigoto GA. La frecuencia
alélica del alelo A fue de 0,46. Los resultados obtenidos fueron
similares a los descritos en poblacién caucasica, estableciendo un
potencial perfil de respuesta farmacoterapéutica homdlogo a

Rev. Farmacol. Chile (2016) 9 (2)

de

Farmacologia
Chile

estas poblaciones para el tratamiento anticoagulante.
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52- EFECTO ANTINOCICEPTIVO DE ROSUVASTATINA
VERSUS DULOXETINA, EN UN MODELO DE DOLOR NEUROPATICO
EN RATONES INDUCIDO POR PACLITAXEL. Antinociceptive effect
of rosuvastatin versus duloxetine in a model of neuropathic pain
induced by paclitaxel in mice.

Lobos, N.1; Lux, S.1; Hernandez, A.2; Constandil, L.2

1Programa de Farmacologia Molecular y Clinica, ICBM, Facultad de
Medicina, Universidad de Chile; 2Laboratorio de Neurobiologia,
Facultad de Quimica y Biologia, Universidad de Santiago de Chile.

La neuropatia por quimioterapia es una patologia de dificil
manejo, generalmente refractaria al tratamiento analgésico.
Paclitaxel, quimioterapéutico ampliamente utilizado, presenta
altas incidencias de neurotoxicidad; para la cual, solo la duloxetina
ha demostrado un efecto analgésico significativo. Las estatinas,
inhibidores de la 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA reductasa (HMG-
CoA reductasa), usados clasicamente para reducir el colesterol,
han mostrado efecto antinociceptivo, inclusive en dolor
neuropatico. Este estudio evalud el efecto antinociceptivo de
rosuvastatina versus duloxetina, en un modelo de dolor
neuropatico inducido por paclitaxel en ratones. La administracion
de paclitaxel (2mg/kg, i.p. por 5 dias consecutivos) produjo
alodinia mecénica (Test de von Frey electrénico), alodinia al frio
(test de acetona) e hiperalgesia al calor (test de hot plate), a partir
del dia 10, 7 y 3 respectivamente, siendo significativa hasta dia 21,
ultimo dia medido. El tratamiento con rosuvastatina (1, 3, 10, 30, y
100 mg/kg, i.p. por 7 dias consecutivos), inyectada 10 dias post-
inicio de la administracion de paclitaxel, disminuyé de modo dosis
dependiente la nocicepcidn mecdnica, al calor y frio; con ED50 de
8.69 + 1.05y 32.49 + 5.12, para las dos primeras. Duloxetina (1, 3,
10 y 30 mg/kg, i.p. por 7 dias consecutivos), disminuyd la
nocicepcidon mecanica, al calor y al frio, con ED50 de 4.27 £+ 0.70 y
14.46 £ 3.39, para las dos primeras. El efecto, de ambos farmacos,
se observé a partir del dia 3. Rosuvastatina presenté una mayor
duracidn respecto a duloxetina en cuanto la alodinia mecanica y al
frio. Estos datos posicionan a rosuvastatina como un farmaco
alternativo para el tratamiento de la neuropatia inducida por
quimioterapéutico, ya que disminuye la nocicepcion mecanica, al
frio y al calor en un modelo preclinico de dolor neuropdtico
inducido por paclitaxel.
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53- INTERACCION FARMACOLOGICA DE MINOCICLINA
CON GABAPENTINA EN RATONES NEUROPATICOS DIABETICOS.
Minocycline drug interaction with gabapentin in neuropathic
diabetic mice.
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Facultad de Medicina, Universidad Andrés Bello.

Resumen: El dolor es una sensaciéon emocional desagradable
concentrandose en alguna parte del cuerpo, considerandose
destructivo para los tejidos, ademds de reacciones emocionales o
corporales, la cual se busca eludir o suprimir esta sensacion.
Dentro de los tipos de dolor se considera el mas frecuente el dolor
neuropético. Este es causado por disfuncién del sistema nervioso
central o periférico, producto de diversos factores, dentro de los
cuales encontramos las hiperglicemias generadas por la diabetes
mellitus. Hoy en dia no se ha encontrado un tratamiento
farmacolégico 6ptimo para el tratamiento de la neuropatia
diabética, los antidepresivos, anticonvulsivantes y opioides son los
tratamientos actuales, pero no lo son del todo efectivos. Es por
ello que siempre se estd en una busqueda constante de una
farmacoterapia efectiva. Objetivo general: Evaluar la interaccion
farmacoldgica de gabapentina con minociclina en ratones
neuropaticos diabéticos inducidos con estreptozocina (STZ).
Metodologia: Estudio experimental donde se busca evaluar la
efectividad de la combinacion de minociclina y gabapentina en
neuropatia diabética inducida con estreptozocina (STZ), mediante
el test de contorsiones abdominales a 3 y 7 dias luego de la
administracion de STZ. Se utiliza la metodologia de analisis
isobolografico. Resultados: La interaccion farmacoldgica entre la
gabapentina y minociclina tedrico es 0.142, al tercer dia es 0.062 y
al séptimo dia es 0.055. Los resultados indican una interaccién
supraaditiva, en el modelo animal de neuropatia diabética.
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54- EFECTO DE MINOCICLINA Y GABAPENTINA EN UN
MODELO EXPERIMENTAL DE RATONES NEUROPATICOS
DIABETICOS. Effect of minocycline and gabapentin in an
experimental model of neuropathic diabetic mice.

Jorquera, V.1; Noriega, V.1; Miranda, H.F.1

Escuela de Quimica y Farmacia, Facultad de Medicina, Universidad
Andrés Bello.

El dolor es una experiencia sensorial y emocional desagradable,
asociada a un dafio tisular existente o potencial. Existen diversos
tipos de dolores, siendo uno de los mds estudiados el dolor
neuropatico, asociado este a la neurodegeneracion en pacientes
diabéticos, con una baja respuesta al tratamiento farmacoldgico
actual. El objetivo de este trabajo fue determinar la interaccién de
la coadministracion de gabapentina y minociclina, por via
intraperitoneal, en ratones neuropaticos diabéticos. Metodologia:
se utilizaron ratones machos CF-1, pesaron entre 25y 27 gramos y
se mantuvieron en ciclo de 12 horas luz/oscuridad, con libre
acceso a agua y alimentacion, se les administré 200 mg/kg de
estreptozocina (ETZ) en una sola dosis y fueron evaluados en los
dias 3 y 7 utilizando el test algesiométrico de la plancha caliente.
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Conclusion: El presente estudio demostré que la coadministracion
de gabapentina con minociclina genera una interaccion analgésica
de tipo sinérgica o supra-aditiva con una significativa reduccién del
comportamiento nociceptivo, tanto a los 3 como a los 7 dias,
después de la administracion de ETZ. La dosis efectiva
experimental de la mezcla fue aproximadamente 9 veces menor
que la correspondiente dosis tedrica, la mezcla de gabapentina y
minociclina podria constituir una alternativa terapéutica para los
pacientes con neuropatia diabética.
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55- POSIBLE ROL DE LA FLUIDEZ DE MEMBRANA EN LA
MODULACION DE LA NEUROTOXICIDAD INDUCIDA POR EL
PEPTIDO BETA AMILOIDE. Possible role of membrane fluidity in
the modulation of neurotoxicity of alzheimer's amyloid beta
peptide.

Fernandez-Pérez, E.J.1; Sepulveda, F.J.1; Bascuiian, D.A.1; Peoples
R.W.2; Aguayo, L.G.1

1laboratorio de Nerofisiologia, Departamento de Fisiologia,
Facultad de Ciencias Bioldgicas, Universidad de Concepcidn.
2Department of Biomedical Sciences, Marquette University, USA.

The beta-amyloid peptide (AB), crucially involved in Alzheimer's
Disease (AD), has been described to have the ability to associate
and aggregate on the cell surface, disrupting the plasma
membrane through the formation of pores and membrane
breakage (1). However, the molecular determinants involved in
this interaction, as well as the role played by the physicochemical
properties of the cell membrane, are largely unknown. Since
cholesterol is an important molecule for membrane integrity (2),
we examined the effect of varying cholesterol content with the
association and subsequent perforation of the plasma membrane
by AB in hippocampal neurons. Using primary cultures of rat
hippocampal neurons as the cellular model and methyl-B-
cyclodextrin (MBCD) as the main molecular tool to increase or
decrease the levels of cholesterol in the cellular membrane, we
combined 3 techniques to accomplish our goal: generalized
polarization (GP) imaging to measure membrane fluidity,
electrophysiology to evaluate cell membrane disruption and
confocal microscopy coupled to immunocytochemistry to quantify
the association of fluorescent labeled AB to neurons. The results
showed that cholesterol removal produced an increase in
membrane fluidity (increased water content) and facilitated
membrane perforation by AB with respect to control cells.
Interestingly, under this condition, a decrease in the association of
AB to the neuronal membrane was observed. On the contrary,
increasing cholesterol levels, which is known to increase
membrane rigidity, enhanced the association and clustering of the
peptide with the membrane, but inhibited membrane disruption.
In conclusion, our results strongly suggest the importance of
plasma membrane organization in the toxic effects of AP in
hippocampal neurons, since fluidity can regulate the distribution
and insertion of the AB peptide in the membrane.
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56- REDUCCION DE LA CAPACIDAD DE POTENCIACION EN
SINAPSIS GLUTAMATERGICAS DEL HIPOCAMPO EN RATAS
EPILEPTICAS. Reduction of the potentiation rate in glutamatergic
synapses of hippocampus from epileptic rats.

Martorell, A.; Morales, J.; Bonansco, C.

Centro de Neurobiologia y Plasticidad Cerebral CNPC, Instituto de
Fisiologia, Facultad de Ciencias, Universidad de Valparaiso, Chile.

En la mayoria de las formas de epilepsia se produce un desbalance
de la neurotransmision excitatoria/inhibitoria, acompafiada de la
activacion sincronica en una poblacidon neuronal dada. La
progresion de la epilepsia requiere de la potenciacién dependiente
de actividad de la transmisién glutamatérgica, similares a los
descritos en formas convencionales de potenciacién/depresion a
largo plazo (LTP/LTD). Aunque existen algunos estudios sobre la
expresion de LTP en modelos de epilepsia, se desconoce si el
estado epiléptico interfiere en la capacidad de expresar LTP en
ratas adultas. Utilizando registros electrofisiolégicos extracelulares
(fEPSP) y de patch clamp (EPSC) en la regién de CA1 de rebanadas
de hipocampo, comparamos la tasa de potenciacion de ratas
adultas kindleadas y control. La estimulacion a alta frecuencia
(HFS) de las colaterales de Schaffer, generd una potenciacion de
las fEPSP de menor magnitud en ratas kindleadas que en
controles. De similar manera, la aplicacion del protocolo de
estimulacidn a ritmo theta (TBS) produjo un menor incremento de
los EPSC en el grupo kindling respecto del control. En ambos
grupos, no se observaron cambios del indice de facilitacion por
pulsos pareados (PPF) respecto a la condicion basal, sugiriendo
que la  potenciacion se origina  post-sinapticamente.
Interesantemente, la aplicacion de un segundo TBS después de 30
min de potenciacién no indujo cambios significativos en curso
temporal de la LTP del grupo kindling, mientras que en el grupo
control se indujo una robusta potenciacién. Estos resultados
sugieren que en ratas epilépticas la plasticidad glutamatérgica esta
disminuida, posiblemente por un estado de saturacién o de de-
potenciacion de la eficacia sindptica promovido durante la
progresion de la epilepsia.
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57- EFECTO DEL ENDOCANABINOIDE ANANDAMIDA
DURANTE LA LACTANCIA SOBRE LA EXPRESION Y CAPACIDAD DE
UNION DEL RECEPTOR CANABINOIDE TIPO 1 HIPOTALAMICO EN
RATONES LACTANTES Y ADULTOS. Effect of the endocannabinoid
anandamide during lactation on the expression and binding
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capacity of hypothalamic type 1 cannabinoid receptor of lactating
and adult mice.

Aguirre, C.A.1; Castillo, V.A.2; Llanos, M.N.2
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La hiperactivacion del sistema Endocanabinoide (SEC) esta
asociada a sobrepeso/obesidad. Previamente demostramos que la
administracion de anandamida (AEA) durante la lactancia genera
sobrepeso, acumulacién de grasa corporal y resistencia a insulina
en el ratén adulto. El presente estudio pretende dilucidar si estos
efectos estdn asociados a una mayor ingesta de alimentos,
estimulada por una mayor expresién y capacidad de unién del
receptor canabinoide tipo 1 (RCB1) hipotaldmico. Para esto,
ratones de la cepa CD-1 fueron tratados oralmente durante la
lactancia con 20 pg de AEA/g de peso corporal. A los 21 y 160 dias
se evaluod la expresion del RCB1 mediante RT-PCR y Western Blot
(WB), y la capacidad de membranas hipotaldmicas para unir 3[H]-
CP55.940, radioligando de RCB1. Cuando adultos, los animales
fueron nuevamente tratados con AEA para evaluar la ingesta
alimentaria aguda durante 4 horas. Los resultados del RT-PCR no
evidencian cambios de expresidon de RCB1, en tanto los WB indican
que los ratones tratados con AEA muestran un aumento de 72%
(p=0.0021) en la presencia de RCB1 hipotaldmico en relacién a los
controles solo a los 21 dias, no habiendo variaciones en el raton
adulto. Adicionalmente, la capacidad de unién especifica del RCB1
hipotalamico, tanto a los 21 como a los 160 dias de edad, fue
significativamente menor en los ratones tratados con AEA. No
hubo diferencias significativas en la ingesta bajo estimulacién con
AEA en la adultez. Los resultados sugieren que las alteraciones
metabdlicas en el raton adulto, generadas por la administracion de
AEA durante la lactancia no estdn asociadas a la actividad de RCB1
hipotalamicos, sino mas bien a RCB1 en tejido adiposo, como lo
demostramos previamente.
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58- DIFERENCIAS EN LAS CONCENTRACIONES
PLASMATICAS DE GLUCOSA Y TRIGLICERIDOS ENTRE RATONES
MACHOS Y HEMBRAS CON HIGADO GRASO EXPERIMENTAL.
Differences in plasmatic concentrations of glucose and
triglycerides between males and females mice with experimental
fatty liver.
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El higado graso (HG) no alcohdlico (HGNA) es una patologia
importante en medicina humana y veterinaria, relacionada con
estrés oxidativo hepdtico. El higado es una fuente continua de
energia, regulada por factores hormonales y nerviosos que
modifican el metabolismo de carbohidratos y lipidos. El objetivo
del presente estudio fue determinar las modificaciones
plasmaticas de la glucosa y de los triglicéridos (TG) en el HGNA
inducido por DL-etionina, en ratones NMRI machos y hembras. Se
formaron dos grupos de cada sexo de 10 animales: uno control y
otro tratado con DL-etionina i.p. (7,5 mg/20 g de peso corporal). El
HG se evalué por métodos histoldgicos y por la concentracién de
TG hepdticos, ambos corroboraron la hepatoesteatosis en los
ratones de ambos sexos inyectados con DL-etionina. Los
resultados se expresaron como la media+ES y su significacién se
determind mediante la prueba “t” de Student (P<0,05). La
induccion de HG por accién de la DL-etionina afecté a los
pardmetros plasmaticos estudiados de forma distinta segun el
sexo. En las hembras se observd que los TG disminuyeron de
forma significativa de 67,92+3,76 mg/dL a 54,72 +2,55 mg/dL
(P<0,01), que estd de acuerdo con la aumentada glicemia que
presentaron (de 42,28 +2,37 mg/dL a 49,99 +1,79 mg/dL; P<0,05);
tales efectos se deberian a la resistencia a la insulina y disminuida
secrecion hepdtica de VLDL. En los machos no se modificé el nivel
de TG circulantes (46,50 +2,86 mg/dL) lo que responderia a la
glicemia normal que mostraron (79,60 3,83 mg/dL). Las
diferencias observadas entre machos y hembras con HGNA
podrian atribuirse a la influencia de las hormonas sexuales.
Palabras clave: Higado graso, etionina, estrés oxidativo, glucosa,
triglicéridos
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59- CARACTERIZACION FARMACOLOGICA DE LA
SENALIZACION PURINERGICA ASOCIADA A P2Y2 EN CELULAS AGS
DE CANCER GASTRICO A TRAVES DE VARIACIONES TRANSITORIAS
DE CALCIO INTRACELULAR. Pharmacological evaluation of the
purinergic signaling mediated by the P2Y2 receptor in the gastric
cancer-derived cell line AGS by transient fluctuations of
intracellular calcium.
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El cédncer gastrico (CG) corresponde a la principal causa de muerte
en Chile asociada a neoplasias malignas convirtiéndose en
prioridad de salud publica. Factores ambientales como
Helicobacter pylori, ademds factores genéticos como VEGF, HER2,
(HGF)/c-Met y EGFR se han asociado al desarrollo de CG. Un
estudio reciente mostré que el receptor purinérgico P2Y2 esta
sobre-expresado en pacientes Chilenos con CG. Los receptores
purinérgicos se dividen en P2X y P2Y, los que corresponden a
receptores iondtrépicos y metabotrépicos respectivamente. Por
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esto, nos propusimos estudiar las vias de sefializacién purinérgica
en la linea celular AGS, derivada de un adenocarcinoma gastrico
(células), mediante el monitoreo de fluctuaciones transitorias de
calcio intracelular ([Ca2+]i) a través de microscopia confocal y con
un multilector de placas asociado a fluorescencia. Nuestros
resultados indican en concordancia a lo publicado recientemente,
que la activacion de la sefializacidn purinérgica utilizando
MRS2768, un agonista especifico del receptor P2Y2 genera
incrementos de [Ca2+]i similar a lo observado al utilizar ATP,
agonista general purinérgico; y UTP, agonista de P2Y2 y P2Y4
respectivamente. Ademds el aumento de [Ca2+]i inducido por UTP
es revertido por los antagonistas suramina y AR-C118925XX.
Adicionalmente, utilizamos agonistas en ausencia de Ca2+
extracelular, observando una respuesta similar a la observada en
presencia de Ca2+, indicando que el incremento de [Ca2+]i se
deberia a liberacidn intracelular Ca2+. Luego, utilizando agonistas
de receptores de P2X, alfa,beta-meATP y BzATP no se observaron
incrementos detectables de las sefiales de [Ca2+]i, confirmando la
participacion principal de receptores P2Y2. Lo anterior sefiala que
existe un perfil especifico de expresién funcional diferencial de
receptores asociados a la sefializacion purinérgica en CG,
abriéndose un interesante blanco terapéutico para combatir esta
patologia.
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60- PLASTICIDAD NEURONAL EN PLEXO SUB MUCOSO DE
COLON EN RATAS CON PERMEABILIDAD INTESTINAL
AUMENTADA. Neuronal plasticity in colon submucosal plexus
from rats with increased gut permeability.
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El intestino estd constantemente expuesto a sustancias
potencialmente peligrosas para el organismo. Por eso posee una
barrera semipermeable que impide el traspaso de moléculas
indeseadas desde el lumen hacia la circulacién. Uno de los factores
que regula la integridad de la barrera intestinal es el sistema
nervioso entérico (SNE), dividido en los plexos submucoso y
mientérico. Trastornos del sistema gastrointestinal donde la
permeabilidad intestinal estd alterada como en enfermedades
inflamatorias intestinales, existen cambios en la plasticidad del
SNE, es decir, cambios morfoldgicos, electrofisioldgicos o de
codigo quimico, lo que hace de éste un potencial blanco
farmacoldgico. Hay escasos reportes sobre el plexo submucoso, en
especial del colon. Nuestro grupo desarrollé un modelo animal
con permeabilidad intestinal alterada mediante la administracién
de una dieta baja en proteinas (BP). Nuestro objetivo es estudiar si
en este modelo animal, existen cambios en la plasticidad del plexo
submucoso y la temporalidad de estos cambios. Para ello, a ratas
de 40 dias sometidas a dieta BP durante 10 y 20 dias
respectivamente se les disectd el plexo submucoso del colon y se
realizaron estudios morfoldgicos de estas neuronas mediante
inmunohistoquimica (IHQ) utilizando PGP9.5 como marcador
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neuronal. Preliminarmente no hay variacién en las proyecciones y
nimero total de neuronas por ganglio en ratas BP, pero se
encontrd que existe una interaccién entre la dieta y la edad de las
ratas en el nimero de ganglios por mm’. Como proyeccion se
agregara un grupo experimental sometido a 5 dias de dieta BP y se
evaluara el cédigo quimico de las neuronas de todos los grupos
poniendo énfasis en VIP, que posee relevancia en la regulacién de
la inflamacién a nivel local.
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61- EL ESTRES EN ESTAPAS TEMPRANA DE LA VIDA
PROMUEVE ALTERACIONES EN LA PERMEABILIDAD INTESTINAL
EN RATAS JUVENILES. Early-life stress promotes alterations in
intestinal permeability in juvenile rats.
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La separacion materna (SM) en roedores es un modelo utilizado
para el estudio del estrés en edades tempranas. Muchos de los
efectos de la SM en roedores han sido caracterizados en animales
adultos, mas no en etapas juveniles. Dado esto, resulta
interesante evaluar los efectos de la SM en ratas juveniles a nivel
de la funcion barrera intestinal, por ser esta edad una etapa critica
en la que se puede intervenir terapéuticamente, con el fin de
evitar trastornos funcionales a futuro. Ratas Sprague-Dawley
fueron sometidas a SM durante 10 dias, a partir del dia postnatal 2
(p2), por 3 h/dia. Al dia p35 se realizaron ensayos funcionales de
permeabilidad en colon, determinandose la resistencia eléctrica
transepitelial (TEER), y el paso de FITC-Dextrano de 4 kDa (FD4).
Ademas, a un grupo de ratas expuestas a SM y controles, se les
realizéd un estrés agudo para evaluar el efecto de este sobre los
mismos pardmetros. El peso corporal de las ratas SM fue mayor
que ratas control a P35. El paso de FD4 a través del epitelio
intestinal fue mayor en ratas SM que controles, y este efecto se
revirtié cuando los animales SM se sometieron a estrés agudo.
Con respecto al TEER, no se encontraron diferencias entre los
distintos grupos. El estrés temprano en la vida afecta la
permeabilidad intestinal, esto es solo observable para el paso de
macromoléculas. Esto sugiere que la SM afecta algin mecanismo
asociado a transporte transepitelial y, ademas, este mecanismo es
sensible a estrés. En conjunto estos datos sugieren que las
alteraciones en la permeabilidad intestinal son observables en
individuos jovenes.
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62- CAPACIDAD  INHIBITORIA DE  LACTOBACILLUS
FERMENTUM UCO_979C SOBRE HELICOBACTER PYLORI J99 EN
CELULAS INTESTINALES HUMANAS CACO-2. Inhibitory capacity of
lactobacillus fermentum UCO_979C on helicobacter pylori j99 in
human intestinal caco-2 cells.
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El 95% de las ulceras duodenales son causadas por Helicobacter
pylori, la cual se trata con terapia triple (combinaciéon de dos
antibidticos mas inhibidor de bomba de protones), sin embargo
esta terapia presenta efectos adversos. Actualmente, el uso de
bacterias probidticas puede ayudar a la adyuvancia, prevencion y
tratamiento, demostrando que disminuyen efectos adversos y
mejoran la tasa de erradicacion de este microorganismo El
objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de Lactobacillus
fermentum UCO_979C y su lisado sobre alteraciones inducidas por
H. pylori en células intestinales humanas Caco-2. Para determinar
el efecto sobre la proliferacion celular, células CACO-2 fueron
sembradas en placas de 96 pocillos en medio DMEM e infectadas
por 24 horas con concentraciones crecientes de H. pylori J99 y se
determino la viabilidad mediante kit de XTT. Ademas, se evaluo el
efecto de L. fermentum UCO_979Cy su lisado, frente a la infeccién
con H. pylori. Finalmente, se determiné el efecto de H. pylori
sobre la funcién de barrera celular midiendo la resistencia
eléctrica transepitelial (TEER). Los resultados muestran que H.
pylori estimula la proliferacion celular a las 72 horas de cultivo y
que L. fermentum UCO_979C, o su lisado celular administrado de
manera curativa, fueron capaces de inhibir este efecto. Por otro
lado, se observé que H. pylori afecta la integridad de membrana
disminuyendo el valor de TEER, efecto que se ve inhibido cuando
se administra la cepa UCO_979C. Se concluye que Lactobacillus
fermentum UCO_979C y sus lisado pueden ser un buen candidato
para el tratamiento de H. pylori causante de Ulcera duodenal.
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63- EFECTO DE LACTOBACILLUS RHAMNOSUS (GG) SOBRE

CONDUCTAS DE ANSIEDAD EN RATAS PRE-EXPUESTAS A
ALCOHOL DURANTE LA ADOLESCENCIA. Effects of Lactobacillus
rhamnosus (GG) on anxiety-like responses after adolescent binge-
like ethanol exposure.
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El alcohol es una sustancia omnipresente en la sociedad implicado
en pérdidas sociales y econdmicas importantes. Segun la OMS
(2014), el consumo excesivo de alcohol a temprana edad es un
importante problema de salud publica. Los jévenes exhiben un
patron de consumo caracterizado por la ingesta de cantidades
elevadas de alcohol en cortos intervalos de tiempo,
principalmente en momentos de ocio y fin de semana, con
aparicion de periodos de abstinencia entre estos episodios de
consumo. Este patron conocido “binge-drinking” (BD) (NIAA, 2015)
provoca una mayor ansiedad y consumo de alcohol en la edad
adulta. Estos efectos podrian estar mediados por los cambios
producidos en el sistema de melanocortinas (Lerma-Cabrera y
Carvajal et al., 2013). Recientemente, se ha demostrado que los
probidticos mejoran la memoria y la ansiedad en animales
estresados cronicamente, ademas de regular la expresion de alfa-
MSH. En el presente trabajo se evalu6 los efectos del consumo en
dieta de Lactobacillus rhamnosus (LR) sobre la ansiedad medida
mediante el Laberinto en cruz elevado (LEC) en ratas adultas
Sprague-Dawley pre-expuestas (BEP) y no pre-expuestas (SP) a
alcohol tipo atracén durante la adolescencia. Los resultados
obtenidos mostraron que el grupo BEP exhibié mayor ansiedad en
las conductas de estiramiento, exploracion y acicalamiento que el
grupo SP. Respecto a los pardmetros cldsicos del LEC no se obtuvo
ningun resultado significativo. Los ensayos moleculares mostraron
una mayor presencia de LR en ambos grupos, pero este hecho no
tuvo un impacto sobre los niveles de ansiedad. Se necesitan mas
estudios para evaluar la capacidad del LR para modular los efectos
de la pre-exposicion adolescente a alcohol sobre la ansiedad y su
relacion con el sistema de melanocortinas.
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64- NANOPARTICULAS A BASE DE QUITOSANO:
EVALUACION DE CITOTOXICIDAD CELULAR IN VITRO Y PASO A
TRAVES DE LA BARRERA HEMATOENCEFALICA (BHE). Chitosan
nanoparticles: Evaluation celular cytotoxicity in vitro and passing
through the Blood-Brain barrier (BBB).
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El desarrollo de nanoparticulas (NPs) es una alternativa de
transporte de neuropéptidos y farmacos. Este tipo de carrier
puede ser usado como vehiculo con el objetivo de aumentar la
biodisponibilidad de moléculas con efecto farmacoldgico en el
sistema nervioso central, aumentar la selectividad por un blanco y
disminuir la toxicidad de una gran variedad de farmacos. El
quitosano es uno de los biopolimeros mas estudiados para el
desarrollo de sistemas nanoparticulados debido a su cardcter
cationico, a sus propiedades gelificantes y filmogénicas, constituye
un vehiculo para la encapsulacién de farmacos, protegiéndolos y
liberdndolos de forma controlada, ademds de promover su
absorcion a través del epitelio. Los modelos celulares in vitro
juegan un papel importante en la comprension de eventos
celulares relacionados con las condiciones fisioldgicas en los seres
humanos. A partir de ellos es posible evaluar la accesibilidad,
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homogeneidad de la poblacién celular, la reproducibilidad y la tasa
de crecimiento celular que pueden ser afectados debido a la
incorporacion de agentes externos en nuestro organismo, como es
el caso de las NPs de quitosano, su utilizacion nos ayuda a
descubrir ciertos mecanismos moleculares asociados a la
interaccion de las células con agentes externos. El objetivo de esta
investigacion fue evaluar la citotoxicidad celular de NPs de
quitosano utilizando como modelo celular de células CaCo-2 y a su
vez, evaluar el traspaso de estas NPs a través de la BHE mediante
un estudio en modelo murino, en el cual fueron analizados cortes
histolégicos del cerebro de ratas Wistar en donde fueron
apreciadas las NPs.
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65- FORMULACION DE MATRICES BIOPOLIMERICAS EN
BASE A ALGINATO Y SUS INTERACCIONES CON ADITIVOS
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and gelling agents.
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El alginato es un biopolimero usado ampliamente en la industria
farmacéutica, cosmética y de alimentos. Esto debido a que posee
alta capacidad espesante y puede formar hidrogeles. Ademas, en
el comercio existen varias matrices del tipo apdsitos para heridas
basados en alginato. En este estudio, se desarrollaron matrices
biopoliméricas usando como compuesto mayoritario el alginato de
sodio y la adicion de aditivos plastificantes y gelificantes. Las
matrices fueron obtenidas usando liofilizacion y caracterizadas con
microscopia electrénica de barrido. No obstante, las etapas
criticas previas al liofilizado, como la mezcla con aditivos y su
congelacién, fueron estudiadas evaluando el potencial Z y la
depresién del punto crioscépico. Mediante el uso de disefio
experimental factorial, se investigé el efecto de los aditivos sobre
las propiedades fisicoquimicas de las mezclas de alginato. Los
resultados de potencial Z muestran que el alginato de sodio pude
interaccionar con aditivos de naturaleza catidnica, como la
gelatina tipo A, indicando la posibilidad de obtener mezclas
estables. El punto crioscopico, el que fue evaluado usando
calorimetria diferencial de barrido, presenté una apreciable
depresién asociada a la interaccion de agentes gelificantes y
plastificantes, como la agarosa y el glicerol, respectivamente. Los
andlisis de microestructura realizados con microscopia electrénica,
muestran que la adicién de agentes plastificantes como glicerol o
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sorbitol mejoran la porosidad del material liofilizado. La adicion de
agentes gelificantes como la agarosa afectan la morfologia de la
microestructura aumentando la irregularidad del material
obtenido. Como conclusién, se puede afirmar que las propiedades
de la matriz biopolimérica son fuertemente influenciadas por su
interacciéon con aditivos. En especifico, la incorporacion de
moléculas plastificantes y gelificantes modifican notablemente la
matriz, aumentando el espectro de posibles usos.
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66- EFECTO DE ITRACONAZOL EN LA CAPACIDAD DE
MIGRACION Y FORMACION DE COLONIAS EN CELULAS DE
CARCINOMA ESPINOCELULAR DE LENGUA. Effect of itraconazole
on the capacity of migration and colony formation of tongue
squamous cell carcinoma.
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El Carcinoma espinocelular oral es una neoplasia maligna de
etiologia multifactorial. Se ha descrito en la literatura que
Itraconazol ejerce una actividad antiangiogénica y antitumoral,
inhibiendo la via mTOR mediante la inhibicién del canal aniénico
dependiente de voltaje (VDAC). Estos antecedentes sugieren
evaluacion de este agente antifingico como un nuevo posible
farmaco para el tratamiento del carcinoma espinocelular (CEC) de
lengua. El objetivo del trabajo fue determinar la concentracion
efectiva 50 (EC50) de Itraconazol en células de carcinoma
espinocelular de lengua (CAL 27) mediante la técnica de MTT.
Ademas, determinar efecto de Itraconazol en capacidad de
migraciéon a través del método de la herida y la formacién de
colonias de las células CAL 27 mediante un ensayo clonogénico. Se
determiné también la selectividad de lItraconazol mediante la
comparacion del EC50 obtenido mediante MTT en queratinocitos
orales. Los resultados obtenidos muestran un EC50 para
Itraconazol de 3,3 microMolar a las 48 y 72 horas para células Cal
27. En el método de la herida se observa una inhibicién en la
migracion de las células al compararla con el grupo control. En el
ensayo de las colonias se observa una disminucién en el nimero
de estas a ambas concentraciones. Los resultados muestran un
efecto citotdxico potente en Cal 27, una linea celular resistente a
cisplatino. Ademas, Itraconazol mostré un efecto inhibitorio en la
capacidad de migracién y un menor numero de colonias en
relacion al grupo control, lo que nos lleva a pensar en un efecto
antiproliferativo sobre CAL27. Se requieren mas experimentos
para determinar el mecanismo de accién por el cual Itraconazol
ejerce su efecto, ademads de la realizacién de ensayos in vivo.
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67- CARACTERIZACION DE SUSCEPTIBILIDAD FRENTE A
FLUCONAZOL Y CASPOFUNGINA EN CEPAS DE CANDIDA
ALBICANS AISLADAS DE PACIENTES CON ESTOMATITIS
PROTESICA. Characterization of susceptibility to fluconazole and
caspofungin of Candida albicans strains isolated from patients with
denture stomatitis.
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Introduccion. La estomatits subprotésica es la inflamacién de la
mucosa de soporte en pacientes portadores de protesis parcial
removible, afectando principalmente a poblacién de tercera edad.
Una de las principales causas es infeccion por Candida albicans, la
cual coloniza mucosas y el aparato protésico formando una capa
de biofilm. Si bien se estima que la tasa de resistencia es baja, en
Chile existen escasos estudios que evallen la susceptibilidad en
aislados clinicos en este tipo de pacientes. Objetivo. Determinar
CIM de fluconazol y caspofungina en cepas de candida albicans,
aisladas desde pacientes con estomatits subprotésica. Clasificar las
cepas en sensibles y resistentes. Metodologia. Se aislaron 10 cepas
de candida albicans desde pacientes con estomatits subprotésica
en la Clinica Odontoldgica de la Universidad de Chile. Para
determinar CIM se cultivaron 100 uL de un indculo de 1x1075
células en placas de 96 pocillos con RPMI 1640 suplementado con
antibidticos y fluconazol o caspofungina en concentraciones
decrecientes. Luego se analizaron a las 24 horas y 48 horas en
lector de placa. Resultados. De las 10 cepas estudiadas, se
encontraron 3 cepas resistentes y 7 susceptibles a fluconazol de
acuerdo a los estandares CLSI. Todas las cepas fueron susceptibles
a caspofungina. Conclusidn. Estos resultados indican que existen
cepas de C. albicans con CIM altas para uno de los antifingicos
mas utilizados. Ya que la estomatitis protésica es una de las
enfermedades de la mucosa oral mas frecuente en adultos
mayores portadores de protesis, se requieren mas estudios de
resistencia a antifingicos para orientar de mejor manera las
terapias actuales.
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68- ROL DE LA VASOPRESINA EN EL SEPTUM LATERAL
SOBRE EL CONDICIONAMIENTO A ANFETAMINA EN RATAS. Role
of vasopressin in the lateral septum over amphetamine-
conditioning behavior in rats.
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En los ultimos afios el septum lateral (SL) recobré importancia
como nucleo regulador de conductas adictivas. El LS es una
estacion de relevo que integra informacion proveniente de
diferentes dreas y de esta manera regula varias conductas. En este
sentido, nuestro grupo estd interesado en estudiar si la
neurotransmision vasopresinérgica en el SL estd involucrada en
conductas adictivas. El objetivo de este trabajo fue estudiar los
efectos de la administracion de anfetamina sobre los niveles de
vasopresina (AVP) en el SL y si la microinyeccion de AVP en el SL
durante el condicionamiento a anfetamina modula esta conducta.
Se utilizaron ratas Sprague Dawley de 60 dias de edad. Se realizé
un protocolo de preferencia de lugar condicionado de 6 dias: un
pre-test, 4 dias de condicionamiento a anfetamina (1.5 mg/kg i.p.)
y un dia de test. El tiempo que el animal pasa en el compartimento
asociado a la droga luego del condicionamiento se toma como
medida del efecto recompensante de la droga. Luego del CPP se
midié el contenido de AVP en el SL por ELISA. Otro grupo de
animales fue canulado bilateralmente en el SL y previo a la
inyeccion de anfetamina se administré AVP intra-SL durante el
condicionamiento.  Nuestros  resultados  mostraron  una
disminucion estadisticamente significativa de AVP en el SL de ratas
macho. La administraciéon intra-SL de AVP durante el
condicionamiento a anfetamina no produjo ninglin cambio en esta
conducta. Por lo tanto, el tratamiento con anfetamina podria estar
produciendo un aumento en la liberacién de AVP en el SL, lo cual
produce una reducciéon del contenido de AVP al finalizar el
protocolo.
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69- CAPSACINA MEJORA LA MEMORIA VISUOESPACIAL DE
CORTO Y LARGO PLAZO DEPENDIENTE DE LA DOSIS. Capsaicin
improves short and long term dose-dependently visuospatial
memory.

Burgos, H.1,4; Castillo, A.2,3; Cofré, C.4; Buendia, A.4; Hernandez,
A.5; Morgan, C.6; Saez-Briones, P.7; Burgos-Villaseca, J.7,8;
Klagges-Troncoso, J.7; Morales, B.9; Zeise, M.L.4; Madrid, R.9

1 Centro de Innovacion en Tecnologias de la Informacién para
Aplicaciones Sociales (CITIAPS) Universidad de Santiago de Chile. 2
Escuela de Psicologia, Ciencias Sociales, Universidad Santo Tomas.
3 Programa de Postgrado, Doctorado en Psicologia, Facultad de
Ciencias Sociales, Universidad de Chile. 4 Laboratorio de
Biopsicologia, Escuela de Psicologia, Facultad de Humanidades,
Universidad de Santiago de Chile. 5 Laboratorio de Neurobiologia,
Facultad de Quimica y Biologia, Universidad de Santiago de Chile.
6 Unidad de Nutricion Humana, INTA, Universidad de Chile. 7
Laboratorio de Neurofarmacologia y Comportamiento, Facultad de
Ciencias Meédicas, Universidad de Santiago de Chile. 8
Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias Basicas,
Universidad Metropolitana de Ciencias de La Educacion. 9
Laboratorio de Neurociencias, Facultad de Quimica y Biologia,
Universidad de Santiago de Chile.

Rev. Farmacol. Chile (2016) 9 (2)

de

Farmacologia
Chile

El receptor de potencial transitorio vaniloide, tipo 1 (TRPV1) es un
canal catidénico no selectivo con alta afinidad al calcio,
ampliamente estudiado como activador de neuronas polimodales
nociceptivas. Existe presencia de este receptor a nivel central, en
estructuras relacionas a procesos cognitivos como la memoria,
donde su funcién adn no ha sido esclarecida. La mayor parte de
los estudios a nivel central, presentan el efecto del agonista
capsaicina en dosis agudas, centradas en areas determinadas del
cerebro y troncoencéfalo, con efectos localizados y especificos in
vitro. Escasa evidencia muestra el efecto de dosis croénicas
administradas en forma sistémica. El estudio aborda el efecto de
capsaicina (0,5 y 1,0 mg/kg i.p./ 15 dias) en ratones machos de la
cepa C57/BL, en el laberinto radial octogonal de Olton 4 x 4, que
discrimina tipos de memoria, junto a un grupo KO para TRPV1. Los
resultados muestran que capsaicina (1,0 mg/kg) mejora la
memoria visuoespacial de corto y largo plazo, en las primeras
sesiones y en el total de errores de corto y largo plazo, aunque
equipara al grupo control en la administracion de dosis repetidas,
a diferencia del grupo con capsaicina (0,5 mg/Kg) y el grupo KO,
mayores errores que el control. Estos resultados sugieren que la
administracion crénica de capsaicina, mejora el desempefio
visuoespacial del ratén, dependiente de la dosis. Es discutido el
papel del TRPV1 en zonas hipocampales, parietales y frontales que
estan involucradas en la memoria visuoespacial. Ademas, el rol de
este receptor puede presentar efectos diferentes segun la
cronicidad, probablemente vinculado a su alta especificidad al
calcio, cation que estd involucrado en sistemas de
neurotransmisién en receptores corticales asociados a procesos
cognitivos.
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70- LA BROMACION EN C(2) DEL ENTACTOGENO MDMA
(3,4-METILENDIOXIMETANFETAMINA, “EXTASIS”) AUMENTA LA
AFINIDAD POR EL TRANSPORTADOR DE SEROTONINA E INHIBE
LA AGREGACION PLAQUETARIA. Bromination at C(2) of the
entactogen  MDMA  (3,4-methylenedioxymethamphetamine,
“ecstasy”) increases affinity at the human serotonin transporter
and inhibits platelet aggregation.

Saez-Briones, P.1,2; Rocha, G.3; Valladares, L.3; Castro-Castillo,
V.4; Hernandez, A.5; Cassels, B.K.6

1lLaboratorio de Neurofarmacologia y Comportamiento, Facultad
de Ciencias Médicas, Universidad de Santiago de Chile. 2Escuela
de Medicina, Facultad de Ciencias Médicas, Universidad de
Santiago de Chile. 3Laboratorio de Hormonas y Receptores, INTA,
Universidad de Chile. 4Departamento de Quimica Organica y
Fisicoquimica, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas,
Universidad de Chile. 5SlLaboratorio de Neurobiologia,
Departamento de Biologia, Facultad de Quimica y Biologia,
Universidad de Santiago de Chile. 6Laboratorio de Quimica
Biodindmica, Departamento de Quimica, Facultad de Ciencias,
Universidad de Chile.

La propiedad farmacoldgica mds importante asociada a los efectos
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psicotrépicos del entactégeno MDMA (3,4-
metilendioximetanfetamina, “Extasis”) es su capacidad de unirse y
de actuar como sustrato del transportador de serotonina (SERT).
Por otro lado, los antidepresivos que sélo poseen afinidad por
SERT bloquean la recaptacidn de serotonina, pero no son capaces
de inducir efectos entactogénicos. Si bien se ha propuesto que la
capacidad de modular los efectos centrales de MDMA esta
relacionada directamente con la farmacodinamia de la interaccion
con el transportador, el desarrollo de analogos de MDMA
racionalmente disefiados con caracteristicas de sustratos y/o
inhibidores de SERT es incipiente y controversial. En particular, la
halogenaciéon de MDMA en C(2) (2Br-MDMA) tendria efectos
deletéreos sobre sus propiedades entactogénicas en modelos
conductuales animales, no existiendo datos experimentales de
afinidad por SERT. En el presente trabajo, se determind la afinidad
de 2Br-MDMA por SERT midiendo su capacidad para desplazar
[3H]-citalopram en plaquetas humanas y se evalué su capacidad
para inhibir la agregacién plaquetaria utilizando plasma humano
rico en plaquetas en presencia de coldgeno (0.5 micro-gramos/ml)
como inductor, efecto caracteristico de los inhibidores de SERT. Se
observa que 2Br-MDMA posee una mayor afinidad por SERT
comparada con MDMA e induce una inhibicidn rapida, completa y
concentracién-dependiente de la agregacion plaquetaria, a
diferencia de MDMA que al actuar como sustrato sélo induce una
inhibicién parcial. Los resultados obtenidos sugieren que la
bromacion en C(2) tendria un efecto modulador de las
propiedades  farmacolégicas de  MDMA, favoreciendo
interacciones con SERT compatibles con la condicién de inhibidor
por sobre la de sustrato, la cual es requerida para inducir los
efectos psicotrépicos caracteristicos de MDMA.
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71- TMA-6 (2,4,6-TRIMETOXIANFETAMINA) INHIBE LA
POTENCIACION DE LARGO PLAZO (LTP) EVOCADA IN VIVO EN
CORTEZA PREFRONTAL DE RATAS SPRAGUE DAWLEY. TMA-6
(2,4,6-trimethoxyamphetamine) inhibits long-term potentiation
(LTP) evoked in vivo in the prefrontal cortex of Sprague Dawley
rats.

Burgos-Villaseca, J,1; Klink, A.1,2; Klagges-Troncoso, J.1,3; Castro-
Castillo, V.4; Barra, R.3,5; Burgos, H.6; Hernadndez, A.7 y Sdez-
Briones, P.1,3

1Laboratorio de Neurofarmacologia y Comportamiento, Facultad
de Ciencias Meédicas, Universidad de Santiago de Chile.
2Studiengang Biophysik, Johann Wolfgang Goethe Universitat
Frankfurt am Main, Alemania. 3Escuela de Medicina, Facultad de
Ciencias Meédicas, Universidad de Santiago de Chile.
4Departamento de Quimica Orgdnica y Fisico-Quimica, Facultad de
Ciencias Quimicas y Farmacéuticas, Universidad de Chile. 5CIBAP,
Facultad de Ciencias Médicas, Universidad de Santiago de
Chile.6Escuela de Psicologia, Facultad de Humanidades,
Universidad de Santiago de Chile. 7Laboratorio de Neurobiologia,
Departamento de Biologia, Facultad de Quimica y Biologia,
Universidad de Santiago de Chile.
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metilendioximetanfetamina, “éxtasis”) es de gran relevancia el
desarrollo de nuevos farmacos utiles en el tratamiento de
enfermedades neuro-psiquiatricas prevalentes. Si bien los efectos
centrales descritos para MDMA se diferencian claramente de otros
compuestos psicotropicos, se ha propuesto que el alucindégeno
TMA-6 (2,4,6-trimetoxianfetamina) induciria efectos
entactogénicos a dosis bajas en seres humanos. Ya que tanto los
alucinégenos como los entactégenos afectan los procesos
cognitivos de manera diferencial, esto sugiere posibles efectos
diferentes respecto de la neuroplasticidad de la corteza frontal. En
este trabajo, se compard los efectos agudos de TMA-6 con
alucinégeno referencial DOI (2,5-dimetoxi-4-yodo-anfetamina)y
MDMA sobre la induccién in vivo de potenciacién de largo plazo
(LTP) en la corteza prefrontal. Ratas Sprague-Dawley macho (200-
230 g) fueron inoculadas por via intraperitoneal con dosis Unicas
de cada droga disueltas en suero fisiolégico. 30 minutos después
los animales fueron anestesiados (uretano, 1.3 g/kg), intubadas y
conectadas a una bomba respiratoria. Posteriormente, se trepand
el crdaneo a nivel prefrontal en 2 coordenadas estereotaxicas
equidistantes del bregma localizados, lo que permitié posicionar
electrodos de estimulacion y de registro. La LTP se indujo
mediante tetanizacion (5 trenes de pulsos a 50 Hz, 2 segundos de
duracion cada tren, aplicados cada 10 s). Los resultados obtenidos
indican que TMA-6 (20 mg/kg) previno completamente la LTP
prefrontal, mientras que DOI (1 mg/kg) la disminuyé 20 y 30
minutos post-administracion. En contraste, MDMA (10 mg(kg) la
incrementd significativamente. Estos resultados indican que, a
diferencia de la descripcidn subjetiva de sus efectos in vivo, TMA-6
no poseeria caracteristicas similares a MDMA en lo que se refiere
a la LTP prefrontal.
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72- EFECTO DE LA REPROGRAMACION NEONATAL CON
HORMONAS  SEXUALES SOBRE EL CONTENIDO DE
NORADRENALINA Y SEROTONINA EN SEPTUM LATERAL DE
RATAS ADULTAS. Effect of neonatal reprogramming with sex
hormones on noradrenaline and serotonin levels in lateral septum
of adult rats.

Véliz, F.1,2; Martinez, J.1; Renard, G.M.2; Sotomayor-Zérate, R.1

1Laboratorio de Neuroquimica y Neurofarmacologia, 2Laboratorio
de Neurobiologia de Conductas Sociales y Adictivas, Centro de
Neurobiologia y Plasticidad Cerebral, Instituto de Fisiologia,
Facultad de Ciencias, Universidad de Valparaiso. 2Programa de
Magister en Ciencias mencién Neurociencia, Facultad de Ciencias,
Universidad de Valparaiso.

Se ha demostrado que la reprogramacion neonatal con hormonas
sexuales produce cambios funcionales a largo plazo en el cerebro.
Nuestro laboratorio ha demostrado que la administracién de
estradiol valerato (EV) al dia postnatal 1 (PND1) aumenta el
contenido de dopamina (DA) y noradrenalina en sustancia nigra,
area tegmental ventral y cuerpo estriado de ratas hembras y
machos adultas, alterando las respuestas conductuales a
anfetamina. Por otro lado, el septum lateral (SL) es considerado un
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nicleo de relevo de informacién que regula procesos
neurofisiolégicos como respuestas de estrés y conductas
motivadas, que expresa receptores para hormonas sexuales y
recibe aferencias monoaminérgicas provenientes del mesencéfalo
y tallo cerebral. El objetivo principal de este trabajo fue estudiar el
contenido de serotonina (5-HT), noradrenalina (NE), y del
metabolito de la 5-HT, el acido 5-hidroxindolacético (5-HIAA) en SL
de ratas adultas (PND60) expuestas durante las primeras horas de
vida postnatal a EV (0.1 mg/50 L), testosterona propionato (TP: 1
mg/50 ulL) o dihidrotestosterona (DHT: 1 mg/50 pL). Nuestros
resultados muestran una disminucién del contenido de NE y 5-HT
en ratas hembras TP, mientras que en machos TP se observé un
aumento de estas monoaminas. Por otro lado, en ratas hembras
EV disminuyd el contenido de 5-HT y aumentd significativamente
el de 5-HIAA. Mientras que en ratas machos DHT aumentd
significativamente el contenido de 5-HT y de 5-HIAA. Esto nos
sugiere que habria cambios permanentes en el SL en la expresién
de enzimas catabolizadoras de monoaminas, como la monoamino-
oxidasa y/o catecol-o-metiltransferasa. Por otro lado, estas
alteraciones producidas por las hormonas sexuales podrian estar
relacionadas con alteraciones en respuestas conductuales
reguladas por el SL.
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73- LA REPROGRAMACION NEONATAL CON ESTRADIOL
VALERATO REDUCE LA ACTIVIDAD LOCOMOTORA INDUCIDA POR
METILFENIDATO EN RATAS HEMBRAS ADULTAS. Neonatal
reprogramming with estradiol valerate reduces locomotor activity
induced by methylphenidate in adult female rats.

Dib, T.; Martinez, J.; Sanguinetti, N.; Sotomayor-Zarate, R.

Laboratorio de Neuroquimica y Neurofarmacologia, Centro de
Neurobiologia y Plasticidad Cerebral, Instituto de Fisiologia,
Facultad de Ciencias, Universidad de Valparaiso.

La reprogramacion neonatal con hormonas sexuales ha
demostrado producir efectos en el Sistema Nervioso Central,
especialmente en areas dopaminérgicas del Hipotalamo, Sustancia
Nigra (SN) y Area Tegmental Ventral (VTA). Trabajos previos de
nuestro laboratorio demostraron que ratas hembras adultas
tratadas con estradiol valerato (EV: 0,1 mg/50ul) al dia postnatal
(PND) 1 tienen menor grado de preferencia de lugar condicionado
a anfetamina que ratas control. Sin embargo, los efectos de la
reprogramacion neonatal con EV sobre otras conductas tipo
adictivas inducidas por bloqueadores del transportador de
dopamina (DAT) son desconocidos. El objetivo principal de este
trabajo fue estudiar el efecto de metilfenidato (bloqueador de
DAT) sobre la conducta de actividad locomotora (AL) en ratas
hembra adultas (PND 60) que recibieron una dosis de EV o
vehiculo (50uL) al PND-1. La AL fue analizada durante 150 min
utilizando el software ANY-MAZE, midiendo la locomocion basal,
inducida por suero fisiolégico e inducida por metilfenidato (5
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mg/Kg i.p.). Los resultados muestran que la AL basal e inducida por
la inyeccién de suero fisiolégico no cambia entre ratas control y
EV. Sin embargo, la AL inducida por metilfenidato disminuye
significativamente en ratas EV respecto a las controles. Estos
resultados demuestran que la administraciéon neonatal de EV
afecta la respuesta a drogas inhibidoras de DAT en ratas hembras,
haciéndolas menos sensibles a los efectos psicoestimulantes. Esta
reduccion en el efecto locomotor puede deberse a una menor
expresion de DAT en areas limbicas, ya que estudios colaborativos
de nuestro laboratorio (Poster Selva, M.) demuestran una
disminucién del mRNA de DAT en SN y VTA de ratas hembras
adultas tratadas con EV al PND-1.
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74- EFECTOS DE LA REPROGRAMACION NEONATAL CON

ESTRADIOL VALERATO AUMENTA LA ACTIVIDAD LOCOMOTORA
INDUCIDA POR MORFINA EN RATAS ADULTAS. Effects of neonatal
reprogramming with estradiol valerate increases locomotor
activity induced by morphine in adult rats.

Zamorano, G.; Velasquez, V.; Sotomayor-Zarate, R.

Laboratorio de Neuroquimica y Neurofarmacologia, Centro de
Neurobiologia y Plasticidad Cerebral, Instituto de Fisiologia,
Facultad de Ciencias, Universidad de Valparaiso.

La reprogramacién neonatal con hormonas sexuales produce
efectos a largo plazo en tejidos reproductivos y no reproductivos.
Se ha demostrado en la literatura que la administracién neonatal
al dia postnatal (PND) 1 produce un aumento de dopamina en las
vias dopaminérgicas  tuberoinfundibular, nigroestriatal vy
mesolimbica. Por otro lado, la respuesta conductual a drogas de
abuso en estas ratas reprogramadas ha demostrado ser diferente
si se les administran drogas psicoestimulantes como anfetamina o
depresoras como alcohol. El objetivo principal de este trabajo fue
estudiar el efecto de morfina (un agonista mu-opiode) sobre la
conducta de actividad locomotora en ratas de ambos sexos (PND
60) que fueron expuestas durante las primeras horas de vida
postnatal a EV (0.1 mg/50 L) o aceite de sésamo (50uL s.c.) para
los grupos control. La actividad locomotora fue medida utilizando
el software ANY-MAZE durante 30 (actividad locomotora basal) y
luego por 180 min para medir la actividad locomotora inducida
por morfina (3 mg/Kg s.c.) o solucidn salina fisioldgica (1 mL/Kg
s.c.). Los resultados muestran que la actividad locomotora
inducida por morfina es mayor en todos los grupos experimentales
respecto a la administracion de salino y que reprogramacion
neonatal con EV aumenta significativamente la actividad
locomotora inducida por morfina en machos EV respecto a ratas
machos control. Estos resultados nos demuestran que la
administracion neonatal a EV aumenta la sensibilidad a los efectos
de morfina posiblemente a través de una mayor expresiéon de
receptores mu-opioides en interneuronas GABAérgicas de drea
tegmental ventral (VTA). Sin embargo, futuro experimentos para
probar esta nueva hipotesis seran realizados usando QPCR e
inmunoblots.

96


mailto:ramon.sotomayor@uv.cl
mailto:ramon.sotomayor@uv.cl

SO Nsssean

FAR Pde

CHI

Area de la Farmacologia: Neuropsicofarmacologia
Direccién de Correo: ramon.sotomayor@uv.cl

Agradecimientos:  Financiamiento otorgado por Proyecto
FONDECYT N° 116-0398.

Socio Patrocinante: Dr. Ramdn Sotomayor-Zarate.

75- ROL DEL RECEPTOR GABA-ALFA1 EN LA MODULACION

DE LA ACTIVIDAD DOPAMINERGICA EN EL AREA TEGMENTAL
VENTRA INDUCIDA POR LA ESTIMULACION DEL SEPTUM
LATERAL. Role of GABA-alphal receptor in the modulation of
dopaminergic activity in the ventral tegmental area induced by
stimulation of lateral septum.

Vega, I.M.; Gysling, K.

Departamento de Biologia Celular y Molecular, Facultad de
Ciencias Bioldgicas. Pontificia Universidad Catdlica de Chile,
Santiago, Chile.

La actividad de las neuronas dopaminérgicas del area tegmental
ventral (VTA) es crucial en la conducta motivada ya que codifican
la disponibilidad y el reconocimiento de sefiales asociadas a
recompensas. La evidencia farmacoldgica ha mostrado que la
inhibicidn de las interneuronas gabaérgicas presentes en el VTA, a
través de los receptores GABA-A, desencadena un aumento en la
actividad de las neuronas dopaminérgicas explicando el abuso de
sustancias tales como las benzodiacepinas. Esta informacion nos
llevd a preguntarnos sobre los mecanismos neurofisiolégicos que
regulan la actividad de las interneuronas gabaérgicas del VTA y si
es regulada por la actividad de la proyeccién desde el septum
lateral (LS) al VTA. Para ello, realizamos doble implantacién de
canulas de microdidlisis en el LS y en VTA, y medimos los niveles
extracelulares de dopamina y GABA en LS y en VTA, luego de un
estimulo despolarizante en el LS. Los resultados mostraron que la
perfusidon de Krebs-Ringer fosfato enriquecido en potasio (KRF-K+
70mM) en el LS, induce un aumento significativo en los niveles
extracelulares de dopamina y GABA en el VTA. Ademas, al realizar
la estimulacion del LS en presencia de bicuculina (antagonista de
los receptores GABA-A) en el VTA, los niveles extracelulares de DA
no aumentaron. Por otro lado, la infusidn intra VTA de Indiplon,
modulador alostérico selectivo de los receptores GABA-alfal,
potencié los efectos de la estimulacidon del LS. Los resultados
sugieren que el LS ejerce un control gabaérgico sobre la actividad
dopaminérgica del VTA, a través de receptores GABA-alfal
presentes en las interneuronas gabaérgicas del VTA.
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76- EVALUACION DE LA EXPRESION DE ENZIMAS
RELACIONADAS CON LA SINTESIS DE ANDROGENOS Y
ESTROGENOS PLACENTARIOS EN MUJERES CON OBESIDAD
DURANTE EL EMBARAZO. Expression of enzymes related with
placental androgen and estrogen synthesis in women with
gestational obesity.
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La obesidad gestacional se relaciona con complicaciones maternas
y fetales. Los andrégenos y estrégenos son importantes
reguladores del metabolismo; y alteraciones en sus niveles séricos
se relacionan con pobres resultados obstétricos. Durante el
embarazo, la placenta sintetiza la mayoria de las hormonas
esteroidales. Por lo tanto, proponemos que la obesidad
gestacional altera la expresidon de enzimas estereidogénicas en la
placenta conduciendo a cambios en la concentracién sérica
materna de testosterona y estradiol. Se incluyeron 19 mujeres
normopeso y 21 obesas con embarazo Unico y sin patologias del
embarazo. Se tomaron muestras de sangre al primer y tercer
trimestre de embarazo para medir testosterona y estradiol.
Durante el parto se obtuvieron tres muestras de tejido placentario
para determinar la expresion génica de STS, 3B-HSD tipo 1, 17B-
HSD tipo 2, P450 aromatasa, SULT1E1, y receptores de andrégenos
y estrégenos mediante qRT-PCR. La expresion proteica de P450
aromatasa se evalué mediante western blot. Mujeres obesas con
embarazo de feto masculino presentaron elevados niveles séricos
de testosterona al primer (2.47 + 0.52 vs1.17 + 0.15 P = 0.035) y
tercer trimestre (2.41 + 0.37 vs 1.39 + 0.31 P = 0.053) comparado
con mujeres normopeso. Ademds, mujeres obesas con feto
femenino presentaron un aumento de la expresion de la enzima
P450 aromatasa en comparaciéon a mujeres normopeso (P =
0.007), lo cual no fue observado en embarazos con feto masculino.
Esto datos nos sugieren que la obesidad gestacional produce una
desregulacion, dependiente del sexo fetal, en la expresidn
placentaria de la enzima P450 aromatasa, llevando a mayores
niveles maternos de testosterona en embarazos con feto
masculino lo que puede tener consecuencias deletéreas para la
madre y el feto.
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77- EFECTO DE PROPRANOLOL EN EL DESARROLLO
FOLICULAR TEMPRANO EN RATA ADULTA CON CICLICIDAD
ESTRAL. Propranolol effect on early follicular development of
adult cycling rat.

Urzuda, R.V.1; Luna, S.L.1; Brown, D.I.2; Lara, H.E.3
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El ovario se encuentra bajo el control neuroendocrino ejercido por
la accién conjunta de gonadotrofinas y la inervacién
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catecolaminergica y peptidergica. Nuestro grupo ha publicado
evidencias experimentales que sefalan la relevancia del
componente nervioso y ha demostrado que la desregulacion
neuroendocrina del ovario afecta la foliculogénesis y
esteroidogénesis. En el presente trabajo se propone que el
bloqueo farmacolégico de receptores adrenérgicos modifica la
homeostasis del ovario manifestdindose como cambios
morfolégicos en el desarrollo follicular. Se expusieron ratas
adultas con ciclos estrales regulares a la administracion diaria de
propranolol, 5 mg/kg por via i.p. durante 10 dias, un periodo
equivalente a dos ciclos estrales y en dosis que previamente
demostramos que pueden revertir el efecto de isoproterenol en la
secrecion de andrégenos y en la formacién de quistes foliculares.
Encontramos que propranolol disminuye la generacion
espontdnea de quistes en ratas sin cambios significativos en la
poblacién de foliculos antrales pero con tendencia a aumentar los
foliculos preantrales e incrementar la proporciéon de foliculos
preantrales/primordiales. Esta observacion nos lleva a discutir el
rol del tono adrenérgico atenuado por un antagonista como
propranolol en el desarrollo follicular temprano y su potencial uso
como tratamiento preventivo de la condicion de ovario
poliquistico.
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78- PRESENCIA DE MICRO RNA C19MC EN EXOSOMAS
DERIVADOS DE PLACENTA DE MUIJERES DIAGNOSTICADAS CON
DIABETES GESTACIONAL. C19MC miRNAS signatures of placenta-
derived exosomes in women diagnosed with gestational diabetes
mellitus.
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El cluster cromosomal 19 miRNA (C19MC) consiste en una
agrupacion de micro RNA que se expresan principalmente en la
placenta humana. Determinamos la expresion relativa de C19MC
en células trofoblasticas cultivadas bajo condiciones que imitan un
ambiente diabético, en exosomas liberados por estas células y en
los exosomas aislados de plasma de mujeres diagnosticadas con
diabetes gestacional (DG). Las muestras de plasma se obtuvieron a
partir de embarazo normal y DG (n = 6) desde el Centro Médico
Bautista de Ochsner (Nueva Orleans, EE.UU.). Los exosomas se
aislaron de medio condicionado por células y el plasma por
centrifugacion diferencial y gradiente de densidad. La expresiéon
relativa de miR-512-5p, miR-517a, miR-518a-5p, miR-518b, 518c
miR-miR-518e, miR-519d, 520c-miR-3p, miR-525-5p y RNU6B fue
determinada por RT-qPCR. Se observé un efecto significativo (p
<0,05) de oxigeno, glucosa e insulina en todos los MiRNAs
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estudiados, excepto el miR-512-5p. Se identificé un efecto positivo
en miR-525-5p, miR-520c-3p, MIR-MIR-518c y 518b. El analisis de
correlacion mostré una correlacién positiva (p <0,05) entre las
células y los exosomas a concentraciones menores de 5 mM de D-
glucosay a 8% o 3% de 02, sin embargo, 25 mM de D-glucosay 1%
de 02 abolié esta asociacion (p> 0,05). Por ultimo, la expresion
relativa de miR-518a-5p, miR-518b, 518c miR-miR-518e, miR-520c-
3p y miR-525-5p fue significativamente mayor en DG que en
embarazo normal. Este estudio establece que en respuesta a los
desafios metabdlicos, las células trofoblasticas empaquetan
especificamente miARN C19MC en los exosomas. Aunque el papel
de los exosomas durante DG aun no se ha aclarado
completamente, los miARN derivados de exosomas pueden ser de
utilidad de diagndstico para la deteccién precoz de la diabetes
gestacional.
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79- DESCUBRIMIENTO DE MOLECULAS PEQUENAS
DEGRADADORAS DE ALFA-SINUCLEINA QUE ACTIVAN LA
AUTOFAGIA MEDIADA POR CHAPERONAS. Discovery of small
molecule alpha-synuclein degraders that activate chaperone
mediated autophagy.

De la Cruz, J.1; Delgado, L.M.2; Diaz-Carretero, A.3; Cuervo, A.M.3;
Bernales, S.2; Alfaro, I.E.1

1Laboratorio de Biologia Celular y Molecular, Facultad de Ciencias
Naturales y Exactas, Universidad de Playa Ancha. 2Translational
Research Lab., Fundacién Ciencia y Vida. 3Department of
Developmental and Molecular Biology, Albert Einstein College of
Medicine.

Accumulation of alpha-synuclein contributes to
neurodegeneration in Parkinson’s disease (PD) and other
synucleinophaties. Alpha-synuclein is degraded by the ubiquitin
proteasome system (UPS), macroautophagy (MA) and chaperone
mediated autophagy (CMA). Has been suggested that controlling
alpha-synuclein levels by pharmacological modulation of these
pathways could be a potential therapeutic strategy for the
treatment of synucleinopathies. We recently discovered that the
beta-carboline latrepirdine reduces the cytotoxicity induced by
alpha-synuclein overexpression in SH-SY5Y cells. In Tet-off
inducible overexpressing neuroblastoma SH-SY5Y cells we show
that latrepirdine decreases total alpha-synuclein protein levels at
nanomolar concentrations through a post-traductional and
lysosomal dependent mechanism, with no evidence of MA or UPS
activation. The effect of latrepirdine on alpha-synuclein levels in
overexpressing SH-SY5Y was reproduced in cultured lymphoblast
cells derived from PD patients with SNCA gene triplication.
However, degradation of a mutant form of alpha-synuclein protein
incompetent as CMA substrate was unable to be stimulated by
latrepirdine. In cultured fibroblasts expressing a photoconvertible
fluorescent artificial substrate and reporter of CMA activation, we
show that latrepirdine was able to increase significantly the levels
of CMA substrate incorporation into lysosomes. Selective
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activation of CMA by latrepirdine at nanomolar concentrations
was confirmed in SH-SY5Y cells by lentiviral LAMP2A shRNA
mediated knockdown. We developed a library of latrepirdine
analogues to screen for alpha-synuclein degraders and we find
several molecules with alpha-synuclein degrading activity and
CMA activating properties. In transgenic mice, two-month oral
treatment with one selected small molecule induced a 43%
reduction in alpha-synuclein levels in the cortex of transgenic mice
in comparison with control animals. In conclusion, we discovered a
novel family of alpha-synuclein degrading small molecule
compounds with CMA inducing activity with therapeutic potential.

Area de la Farmacologia: Farmacologia molecular
Direccion de Correo: javiera.delacruzserrat@gmail.com
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80- ALTERED PHARMACOKINETIC AND
PHARMACODYNAMIC  EFFECTS  OF LACOSAMIDE IN
EXPERIMENTALLY INDUCED HEPATIC AND RENAL IMPAIRMENT
IN RATS. Efectos farmacocinéticos y farmacodinamicos alterados
de lacosamida en ratas con falla hepatica y renal
experimentalmente inducida.

Medhi, B.1*, Kumar, B.1, Modi, M.2, Saikia, B.3

1Department of Pharmacology, Postgraduate Institute of Medical
Education and Research, Chandigarh 160012, INDIA. 2Department
of Neurology, Postgraduate Institute of Medical Education and
Research, Chandigarh 160012, INDIA. 3Department of
Immunopathology, Postgraduate Institute of Medical Education
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Background and Purpose: The therapeutic goal of antiepileptic
drugs is to maximize the seizure control and to minimize the
adverse drug effects. The knowledge of Pharmacokinetic and
pharmacodynamic properties of antiepileptic drugs is helpful in
optimizing drug therapy for epilepsy. The present study was
designed to evaluate the pharmacokinetics and
pharmacodynamics of lacosamide in experimentally induced
hepatic and renal impairment. Experimental Approach: Hepatic or
renal impairment was induced by injection of CCl4 (1 ml/kg) or
Diclofenac sodium (25 mg/kg), respectively. After hepatic or renal
impairment induction, the animals were administered with a
single dose of lacosamide (25 mg/kg). At different time points,
MES seizure recording was done and plasma and brain samples
were isolated for lacosamide quantification and pharmacodynamic
estimations. Key Results: Our results showed a significant increase
in AUC of lacosamide in hepatic and renal impairment groups.
Reduced clearance of lacosamide was observed in animals with
renal impairment. Along with pharmacokinetic alterations, the
pharmacodynamic  effects (oxidative stress parameters,
inflammatory markers, apoptotic markers) of lacosamide were
also observed in all the groups. Lacosamide showed a significant
protection against MES induced seizures, oxidative stress and
neuroinflammatory cytokines. Conclusion and Implications: The
present findings suggest that the experimentally induced hepatic
or renal impairment could alter the pharmacokinetic as well as
pharmacodynamic properties of lacosamide. Hence, these
conditions may affect the safety and efficacy of lacosamide.

Area de la Farmacologia: Farmacocinética
Direccion de Correo: drbikashus@yahoo.com
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COMUNICACIONES EN PANELES (POSTER PRESENTATIONS) SESION 2

01- EFECTO NEUROPROTECTOR DE UNA ISOFORMA DE
ERITROPOYETINA CON BAJA GLICOSILACION FRENTE A ESTRES
OXIDATIVO. The neuroprotective effect of an isoform of
Erythropoietin with low glycosylation against oxidative stress.

Castillo, C.1,2,3; Hidalgo, A.1; Garcia Lopez, M. 3, Fuentealba, J.2,
Toledo, J.R.1

1Laboratorio Biotecnologia y Biofarmacos, Dpto. Fisiopatologia,
Fac. Cs. Bioldgicas, Universidad de Concepcién. 2Laboratorio
Screening Compuestos Neuroactivos, Dpto. Fisiologia, Fac. Cs.
Bioldgicas, Universidad de Concepcidén. 3instituto Tedfilo
Hernando, Universidad Auténoma de Madrid, Espafia.

La Eritropoyetina (Epo) es una hormona glicoprotéica de
aproximadamente 34kDa, cuya funcidén principal es regular la
hematopoyesis, sin embargo debido al descubrimiento de su
receptor (EpoR) en tejidos no eritroides, se ha asociado esta
hormona a otras funciones. En el sistema nervioso central (SNC),
se ha observado que Epo tiene un efecto neuroprotector
relacionado a la activacion de su receptor y a vias de sefializacion
antiapoptoticas asociadas. El objetivo de este trabajo es evaluar si
una isoforma de Epo recombinante humana con baja glicosilacion
y reducida actividad hematopoyética (EpoL), producida mediante
transduccion adenoviral en glandula mamaria de cabra, tiene
actividad neuroprotectora in vitro y ex vivo en tratamientos donde
se induce un aumento en el estrés oxidativo, y si este efecto
neuroprotector estd asociado a la activacion de EpoR. Para
desarrollar este objetivo se utilizaron células PC12 y neuronas
corticales de rata que fueron pretratadas con EpolL durante 1 hry
posteriormente incubadas con H202. También, como una
aproximacién a experimentos in vivo, utilizamos rebanadas de
hipocampo de rata privados de oxigeno y glucosa (POG) durante
15 minutos y posteriormente reoxigenados. Las células pretatadas
durante 1 hr con Epol presentaron un aumento superior al 30% en
la viabilidad celular con respecto a células que no fueron
pretratadas, mas de un 25% con respecto a células pretratadas
con un inhibidor de EpoR, de forma similar en las rebanadas co
incubadas con Epol durante la reoxigenacién posterior a la POG,
muestran un menor aumento de estrés oxidativo, en comparacion
a las rebanadas que no fueron co incubadas con Epol. Estos
resultados también concuerdan con diferencias observadas en la
activacion de vias de sefializacién antiapoptdticas medidas por el
aumento en la expresion del gen BCL2 en petratamientos con EpolL
en células estresadas con FCCP, donde hubo un aumento superior
al 50% con respecto a células control. Por otro lado, estos
resultados de neuroproteccion in vitro y ex vivo de EpolL se
correlacionan con la necesidad de la activacién del receptor de la
hormona, ya que en ambos casos se pierde el efecto
neuroprotector si se bloquea la interaccion entre EpolL y EpoR. Los
resultados de este trabajo sugieren que Epol tiene actividad
neuroprotectora en estrés oxidativo y que activa vias de
sefializaciéon antiapoptoticas por medio de la activaciéon de su
receptor EpoR, reforzando su potencial uso farmacoldgico para
enfermedades relacionadas con el SNC.
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02- INDUCCION DE LOX-1 POR LPS DE ESCHERICHIA COLI Y
SU ASOCIACION CON LA EXPRESION DE MARCADORES DE
PROGRESION TUMORAL EN CANCER COLORECTAL HUMANO.
Induction of LOX-1 by LPS from Escherichia coli and its association
with tumor progression markers in human colorectal cancer.

Vargas, Y., Gonzdlez-Horta, E.E., Gonzélez-Chavarria, I., Espinoza,
F.I., Rodriguez, F.S., Sandoval, F.A., Cifuentes, P., Cerro, R.P.,
Gutiérrez, N., Toledo, J.R.

Laboratorio de Biotecnologia y Biofarmacos, Departamento de
Fisiopatologia, Facultad de Ciencias Bioldgicas, Universidad de
Concepcidn.

Introducciéon: El cancer colorectal (CCR) es el tercer tipo de
neoplasia con mayor incidencia y mortalidad a nivel mundial. En su
desarrollo se ha relacionado a la obesidad y las enfermedades
inflamatorias del intestino (Ells), principalmente por un
incremento en los niveles de LDL oxidada (LDLox) en el plasma de
estos pacientes, y por otro lado, a un estado inflamatorio crénico
mediado por una respuesta bacteriana. A su vez, la progresion de
varios tipos de cdncer estaria relacionada con la expresion del
receptor LOX-1, proteina codificada por el gen olr-1, mediadora en
el reconocimiento e internalizacién de LDLox. M&M: Para evaluar
la relacion entre la respuesta bacteriana, la obesidad y el CCR se
utilizé al lipopolisacérido (LPS) de Escherichia coli (cepa 055:B5) y
LDLox obtenida de sujetos sanos normolipémicos. Estos
tratamientos fueron evaluados in vitro en tres lineas celulares de
CCR humano (COLO320, SW620 y HCT116). Resultados: El LPS en
conjunto con la LDLox inducen la expresion de LOX-1 de manera
diferencial en las tres lineas celulares de CCR. A su vez, la
expresion de marcadores de migracion epitelio-mesenquimal
como E-cadherina y vimentina se encuentra alterada (disminucion
y aumento, respectivamente), mientras que la actividad de
metaloproteinasas de matriz (MMP-2 y MMP-9) aumenta en estas
condiciones. Conclusion: Con estos resultados demostramos que
la expresién de marcadores de progresion tumoral en CCR esta
mediada por la sobre-expresion de LOX-1 inducida por LPS
bacteriano, y su activacion con LDL oxidada. Esto podria explicar
por qué existe un mayor riesgo de desarrollar CCR en personas con
obesidad y Ells.

Area de la Farmacologia: Farmacologia Oncoldgica, Biotecnologia
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03- CARACTERIZACION DE LA EXPRESION Y ACTIVACION
DE LOX-1 (OLR1) EN CELULAS MICROGLIALES EN EL CONTEXTO
TUMORAL DE GLIOBLASTOMA MULTIFORME HUMANO.
Characterization of the expression and activation of LOX-1 (OLR-1)
in microglial cells in the tumoral context of human glioblastoma
multiforme.

Espinoza F.l.; Rodriguez, F.S.; Gonzalez-Chavarria |.; Gonzalez-
Horta, E.E.; Sandoval, F.A.; Cifuentes, P.; Cerro, R.P.; Vargas, Y.;
Gutiérrez, N.; Toledo, J.R.

Laboratorio de Biotecnologia y Biofarmacos, Departamento de
Fisiopatologia, Facultad de Ciencias Bioldgicas, Universidad de
Concepcion.

El receptor de la LDL oxidada (LDLox), LOX-1, se vincula
principalmente con el proceso aterogénico, activando vias pro-
inflamatorias, las cuales se encuentran asociadas a la
transformacién y progresién tumoral. En este contexto, en la
Ultima década se demostré una correlacién entre desordenes
metabdlicos lipidicos y céncer, identificando a LOX-1 como uno de
los transductores moleculares mas importantes. Los glioblastomas
multiformes (GBM) son tumores cerebrales que carecen de
tratamiento efectivo, presentan una baja expectativa de vida y
una elevada mortalidad para los pacientes. Se caracterizan por
una angiogénesis exacerbada, presentar células radio-resistentes y
una elevada infiltracion de células microgliales; que comprenden
hasta un 45% del tumor, favoreciendo un microambiente pro-
tumoral e inmunosupresivo, secretando factores que sustentan la
progresion tumoral. Existe evidencia que LOX-1 se expresa en
microglia, nuestra hipdtesis es que la activacion de LOX-1
microglial induce un aumento de la liberacién de factores que
sustentan la progresién tumoral. Nuestro objetivo fue confirmar la
expresion de LOX-1 en microglia humana (CHME3) y determinar si
la activacion del receptor, en un contexto tumoral, favorece la
expresion de caracteristicas de progresion tumoral en células de
GBM. A través de analisis de inmunocitoquimica, Western blot y
gRT-PCR determinamos la expresion y localizacion del receptor. El
efecto de la activacion de LOX-1, con LDLox humana y medios
condicionados de GBM, fue determinado mediante andlisis de
MTT, Western-blot y qRT-PCR. Los resultados demuestran la
expresion de LOX-1 en células microgliales y la variacién de su
expresion al ser estimuladas con LDLox y medios condicionados.
Adicionalmente, LDLox induce un cambio en la activacion vy
proliferacién microglial. De esta forma, concluimos que LOX-1y
LDLox afectan el fenotipo microglial y la proliferacién tumoral
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04- EXPRESION Y CARACTERIZACION DE UNA VARIANTE
DEL ANTIGENO TUMORAL HUMANO CA 125. Expression and
characterization of a variant of human tumor-associated antigen
CA 125.

Benavente, B.1., Meza, C.1., Saavedra, P.1., Toledo, J.R.1.
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Fisiopatologia, Facultad de Ciencias Bioldgicas, Universidad De
Concepcidn.

El Antigeno de Cancer 125, también conocido como CA125, es un
marcador sérico que se utiliza rutinariamente en la practica
ginecoldgica para controlar pacientes con cancer de ovario.
Molecularmente, corresponde a un antigeno peptidico repetitivo
de la Mucina 16 (MUC16) que es una proteina tipo mucina multi-
glicosilada y sobre-expresada en mas del 80% de pacientes con
cancer de ovario. Diversos estudios han relacionado esta
sobreexpresion con funciones bioldgicas vinculadas a la progresion
tumoral, como moduladora del crecimiento de células
cancerigenas, la motilidad celular, invasién e inmunosupresion.
Debido al potencial de CA125 como antigeno para la terapia anti-
tumoral contra cancer de ovario epitelial, diversos ensayos clinicos
en curso estan investigando el uso de esta molécula como diana
para la inmunoterapia en pacientes con esta enfermedad. A pesar
de estos avances, la naturaleza molecular exacta de este antigeno
no estd precisamente caracterizada, por lo que el conocimiento de
la estructura detallada de CA125, de sus glicosilaciones y cémo
estas afectan la respuesta inmune, permitiria el desarrollo de
nuevas y mas refinadas terapias basadas en anticuerpos anti-
tumorales, que ya han mostrado un potencial clinico interesante.
En nuestro trabajo, se generé y caracterizdé el antigeno
recombinante sCA125his, basada en el dominio C-terminal de la
proteina MUC16, una sefial de secrecién y una cola de seis
histidinas. La proteina fue producida utilizando vectores
adenovirales amplificados en la linea celular complementaria
HEK293A y expresada en la linea celular SIHA mediante
transduccion adenoviral. Fue purificada y caracterizada mediante
electroforesis SDS-PAGE, Western-blot y HPLC (analisis de
glicanos). Esto permitié la inmunizacion de este antigeno en
ratones CF-1, en su forma glicosilada y desglicosilada, utilizando
diferentes vias de inmunizacion.

Area de la Farmacologia: Farmacologia oncolégica, molecular.
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05- FUNCION DE LA OXLDL EN LA ACTIVACION DE NF-KB Y
SU RELACION CON EL TRATAMIENTO CON ANTAGONISTA DEL
RECEPTOR DE ANDROGENOS EN CELULAS DE CAP. The oxLDL
function on NF-kB activation and its relationship with androgen
receptor antagonist treatment in prostate cancer cells.

Sandoval, F.A., Gonzdlez-Chavarria, I., Cerro, R.P., Gutiérrez, N.,
Cifuentes, P., Espinoza, F.l., Vargas, Y., Gonzalez-Horta, E.E.,
Toledo, J.R.

Laboratorio de Biotecnologia y Biofarmacos, Departamento de
Fisiopatologia, Facultad de Ciencias Bioldgicas, Universidad De
Concepcion.

El cancer de prdstata (CaP) ocupa el primer lugar en incidencia del
total de las neoplasias que afectan a la poblacién masculina
chilena. Se describe que el crecimiento de células de CaP depende
de la presencia de andrdgenos. Asi, la deprivacion de andréogenos
es una de las terapias indicadas para el tratamiento del CaP
avanzado, sin embargo en un 30% de los casos se presenta
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recidiva del cdncer con resistencia al tratamiento inicial. Entre los
factores moleculares asociados al fracaso de las terapias de
deprivacién androgénica se encuentra la sobre-expresién y
activacion del factor de transcripciéon NF-kB. El objetivo del trabajo
fue evaluar el efecto de la oxLDL en la activacion de la via NF-kB y
como esto podria afectar la accién de drogas antagonistas del
receptor de andrégenos en lineas celulares de CaP. Para evaluar el
efecto de la oxLDL en la activacion de NF-kB, células de CaP fueron
incubadas con concentraciones crecientes de oxLDL en presencia o
ausencia de hormonas y se evalué por western blot la activacién
de NF-kB. Mediante ensayos de viabilidad celular, MTT, se
determind el IC50 y la respuesta de células C4-2B y LNCaP a
tratamientos con Flutamida y oxLDL. Ademds, se estudio el efecto
de la oxLDL en la respuesta a flutamida mediante ensayos
clonogénicos en células de CaP. Nuestros resultados indican que
concentraciones bajas de oxLDL son suficientes para promover la
activaciéon de la via NF- kB en células C4-2B en ausencia de
dihidrotestosterona (DHT). Por otro lado la accidn citotdxica de
flutamida es prevenida por la oxLDL. Esto sugiere que la oxLDL
podria promover la resistencia a flutamida mediada a través de la
via NF-kB.
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06- MULTI-EXPRESION DE ANTIGENOS VACUNALES EN
ESCHERICHIA COLIL. Vaccines antigens multi-expression in
Escherichia coli.

Gutiérrez, N.1; Hidalgo, A.1; Camacho, F.1: Maura, R.1; Ruiz, A.2;
Montesino, R.1; Toledo, J.R.1

1Laboratorio de Biotecnologia y Biofarmacos, Departamento de
Fisiopatologia, Facultad de Ciencia Bioldgicas, Universidad de
Concepcion. 2Laboratorio de patologia y Medicina Preventiva,
Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad de Concepcidn,
Chillan.

Multiples patologias infecciosas de origen viral o bacteriano se
asocian a enfermedades entéricas cuya prevencion se dificulta
debido a la complejidad de desarrollar vacunas que estimulen la
respuesta inmune de tipo celular y mucosal. Este es un problema
que se aplica tanto a enfermedades humanas como a patologias
del ambito veterinario. El presente estudio toma como modelo la
bacteria causante de la enteropatia proliferativa porcina, La cual
produce enfermedades entéricas que provocan anorexia, merma
en el indice de conversion alimentaria, pérdida de peso, procesos
diarreicos graves, retraso del crecimiento, hemorragias, y muerte.
Actualmente, el control de la infeccidn se realiza mediante el uso
de antibidticos de forma periddica, este tratamiento tiene como
principal inconveniente la aparicion de resistencia en las bacterias.
En Chile, la enfermedad se considera enzodtica, siendo esto
reconocido por el Servicio Agricola y Ganadero (SAG) por lo cual se
hace necesario buscar una solucién a este problema. Nuestro
trabajo tiene como objetivo generar un candidato vacunal basado
en antigenos recombinantes, que expongan en su superficie
dominios inmunogénicos seleccionados del genoma de la bacteria
infectiva. Resultados obtenidos mediante Western Blot muestran
el reconocimiento del candidato vacunal por el suero de cerdos
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infestados. Mediante ELISA de competencia identificamos un
reconocimiento competitivo por nuestro antigeno entre los sueros
de cerdos infestados, suero de ratones inmunizados con el
candidato vacunal y un suero policlonal generado a partir de una
vacunal experimental en conejo. Estos resultados sugieren que es
posible desarrollar una vacuna para controlar la enteropatia
proliferativa a partir de la multi-expresién de proteinas antigénicas
en E. coli.
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07- ESTABLECIMIENTO DE UN ELISA SANDWICH PARA LA
DETECCION DE LA PROTEINA HEMAGLUTININA DEL VIRUS DE
INFLUENZA AVIAR SUBTIPO H5 FUSIONADA AL CD154 DE POLLO.
ELISA sandwich to detect the protein hemagglutinin from avian
influenza virus subtype H5 fused to chicken CD154.

Gonzdlez, A.P.1,2; Rodriguez, E.R.2; Juglar, M.P.2; Sanchez, O.R.1,
Toledo, J.R.1

1Departamento de Fisiopatologia, Universidad de Concepcidn,
Concepcion, Chile. 2Departamento de Biotecnologia Animal,
Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia, La Habana, Cuba.

La influenza aviar causada por el virus de alta patogenicidad H5N1
ha ocasionado la desaparicion de millones de aves y cientos de
vidas humanas a nivel mundial. La obtencién de nuevos
candidatos vacunales contra esta enfermedad es de vital
importancia para contrarrestar los brotes emergentes. En nuestro
trabajo se describe un ELISA sandwich para la cuantificacion de un
candidato vacunal contra la influenza aviar basado en el
determinante antigénico principal del virus, la hemaglutinina H5,
fusionada al CD154 de pollo (HACD). La proteina quimérica HACD
se obtuvo mediante la tecnologia del ADN recombinante y los tres
anticuerpos monoclonales (Acl, Ac2 y Ac3), asi como sus
respectivos conjugados a peroxidasa de rabano picante (HPR1,
HPR2 y HPR3) se desarrollaron en el laboratorio. Los sueros
positivos y negativos de referencia se obtuvieron a través del
“Istituto  Zooprofilattico delle Venezie”, Italia. Después de
demostrar el reconocimiento de la proteina HACD por los sueros
de referencia positivos, se seleccionaron el Ac2 a 2,5 pug/mL como
anticuerpo de captura y el HPR3 a la dilucién 1/20 000 como
anticuerpo de deteccion por mostrar los mayores valores de
densidad dptica. La mayor linealidad de la curva estandar usando
la proteina HACD se obtuvo en el rango de 100-1,56 ng/mL. En
este estudio se lograron estandarizar las condiciones para la
cuantificaciéon del candidato vacunal HACD mediante un ELISA
sandwich. Esta investigacién sienta las bases para el
establecimiento de métodos de vigilancia eficaces contra el virus
de influenza aviar subtipo H5, asi como de estrategias de
vacunacién donde se puedan discriminar los animales infectados
de los vacunados.
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08- SINTESIS, ESTUDIOS COMPUTACIONALES Y
EVALUACION ANTIPROLIFERATIVA IN VITRO DE NUEVOS 1H-
BENZO[F]INDAZOL-4,9-DIONAS CONJUGADAS CON AMINO
ACIDOS C-PROTEGIDOS. Synthesis, Computational studies and in
Vitro Antiproliferative Evaluation of New 1H-Benzo[f]indazole-4,9-
diones Conjugated with C-Protected Amino Acids.

Arismendi-Macuer, M.1; Fuentealba, M.1; Molinari, A.A.
1; Oliva, A.1; Guzman, L.1; Knox, M.1; Vinet, R.2,3; San Feliciano,
A4

1Instituto de Quimica, Facultad de Ciencias, Pontificia Universidad
Catolica de Valparaiso, Chile. 2Facultad de Farmacia, Universidad
de Valparaiso, Chile. 3 Centro Regional de Estudios en Alimentos y
Salud (CREAS), Valparaiso, Chile. 4 Facultad de Farmacia,
Departamento de Quimica Farmacéutica, CIETUS, IBSAL,
Universidad de Salamanca, Salamanca, Spain.

Los 1H-Indazoldionas son heterociclos nitrogenados fusionados a
1,4-quinonas, los cuales poseen interesantes propiedades
quimicas y bioldgicas, dentro de ellas se incluyen actividad
antitumoral contra carcinoma Ehrlich ascites de ratéon CF1,
leucemia linfocitica de ratdn BDF1 y en células de leucemia murina
L1210 [1]. Estos compuestos inhiben el transporte de electrones
en la mitocondria y actian como desacopladores de la
fosforilacion oxidativa [2]. Ademas, los 1H-Indazoldionas acttan
como inhibidores de topoisomerasas via interacciones apolares y
como agentes intercalantes o alquilantes del ADN, promoviendo
de esta manera la muerte celular. Se han desarrollado una serie de
nuevos derivados utilizando como sustrato de partida 1H-
benzo[f]indazol-4,9-dionas 2 (R = -H; -CH2CH20H; -CH2CH20Ac)
[3]. Los compuestos 1H-benzo[f]indazol-4,9-dionas conjugados
con glicina y los L-aminodcidos alanina, fenilalanina, y acido
glutdmico 6a-l, epoxidos 3a—c, aldehidos 4a—c y 4cidos
carboxilicos 5a—c, fueron obtenidos mediante la modificacién
quimica del sustituyente prenil de los sustratos 3-methyl-7-(4-
metilpent-3-enil)-1H-benzo[f]indazol-4,9-dionas 2 a través de
reacciones sucesivas de epoxidacion, oxidacion degradativa,
oxidacion y reacciones de condensacion del grupo N-acilo.
Adicionalmente, para racionalizar el posible mecanismo de
formacion de los 1H-Benzo[f]indazol-4,9-dionas se realizaron
calculos computacionales utilizando la teoria del funcional de la
densidad. Para determinar la actividad antiproliferativa de estos
compuestos, se realizaron estudios en lineas celulares KATO il
(cancer géstrico humano) y MCF-7 (cancer de glandula mamaria
humano) utilizando el ensayo de proliferacion (MTS) vy
doxorrubicina como control. Los resultados fueron expresados
como la concentracién que inhibe el 50% de la proliferacion
celular (IC50). Los derivados exhibieron bioactividad significativa
con valores IC50 entre 25 a >100 micromolar [4]. Estos resultados
sugieren que los derivados del tipo 1H-benzo[f]indazol-4,9-dionas
son compuestos promisorios para el desarrollo de nuevas pro-
drogas anticancerigenas.
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09- EFECTO DE LA HEPATECTOMIA PARCIAL EN LA
EXPRESION Y FUNCION DE LOS TRANSPORTADORES DE ACIDO
ASCORBICO EN HEPATOCITOS DE RATA POST-HEPATECTOMIA
PARCIAL (PHX). Effect of partial hepatectomy on the expression
and function of ascorbic acid transporters in rat hepatocytes post-
partial hepatectomy (PHx).

Maldonado, M.1; Pefia, E.1; Moncada, N.1; Mardones, L.2;
Escobar, E.1; Inostroza, E.1; Vera, J.C.1 y Rivas, C.I.1

1lLaboratorio de Antioxidantes, Departamento de Fisiopatologia,
Facultad de Ciencias Bioldgicas, Universidad de Concepcion.
2Departamento de Ciencias Basicas, Facultad de Medicina,
Universidad Catdlica de la Santisima Concepcidn.

El 4cido ascérbico (AA) es un eficaz antioxidante que protege al
higado del estrés oxidativo. El hepatocito de rata sintetiza AA y
ademds lo obtiene desde fuentes externas a través del
transportador de acido ascérbico (SVCT1). El AA en el interior de la
célula puede ser oxidado por especies reactivas del oxigeno e
inmediatamente reciclado con participacion de reductasas
dependientes de glutation. El higado posee una extraordinaria
capacidad regenerativa en respuesta a la lesion. El objetivo de este
trabajo fue determinar cambios en el transportador de AA durante
la regeneracion hepatica PHx. Como modelo de estudio utilizamos
ratas sometidas a hepatectomia parcial del 70%. A distintos
tiempos PHx determinamos: 1) el indice de proliferacién celular
por inmunohistoquimica de Ki67, 2) el contenido de AA y
glutation, 3) expresion de ARNm mediante PCR-RT de las enzimas
de sintesis de AA (gulonolactona oxidasa y gulonolactonasa) y de
glutatidn (glutation sintetasa y y-glutamil cistein sintetasa) y 4) el
transporte de d4cido ascorbico, las propiedades cinéticas del
transportador de AA en hepatocitos aislados y la expresion
temporal de SVCT1 por inmunohistoquimica y PCR-RT. Nuestros
resultados sefialan que la etapa inicial de proliferacion de los
hepatocitos estd asociada a un aumento del potencial
antioxidante, medido como un aumento del contenido de AA, de
glutatiéon y del ARNm de las enzimas gulonolactona oxidasa,
gulonolactonasa, glutation sintetasa y gama-glutamil cistein
sintetasa. Interesantemente, hay pérdida total del transporte de
AA al dia 1 PHx y de la expresién del transportador SVCT1 a nivel
de proteina, sin cambios en los niveles de ARNm. Concluimos que
la post-hepatectomia parcial potencia la capacidad de los
hepatocitos de rata para actuar como proveedores
unidireccionales de acido ascérbico.
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10- EFECTO CITOTOXICO SINERGICO POR COMBINACION
DE UN DESACOPLANTE DEBIL DE LA FOSFORILACION OXIDATIVA
Y DOXICICLINA EN CELULAS DE CANCER DE MAMA HUMANAS.
The synergistic cytotoxic effect on human breast cancer cells by
combining a weak uncoupling of the oxidative phosphorylation
process and doxycycline.

Fuentes-Retamal, S.1; Peredo-Silva, L.1; Pavani, M.1; Castro-
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El céncer es la segunda causa de muerte a nivel mundial, siendo el
cancer de mama el de mayor incidencia y mortalidad en mujeres.
La reciente investigacion ha posicionado a la mitocondria como un
nuevo blanco terapéutico debido a las alteraciones que presenta
este organulo dentro de una célula cancerosa frente a sus pares
normales y su importancia en el desarrollo tumoral. Una de ellas
es el elevado potencial de transmembrana mitocondrial que
presentan las células cancerosas, propiedad que permite dirigir
selectivamente grupos farmacdforos mediante el uso de
chaperonas quimicas, como los cationes lipofilicos deslocalizados.
En este sentido, fueron desarrollados en el laboratorio
decilpolihidroxibenzoatos unidos a un catién trifenilfosfonio
mediante una cadena saturada de diez carbonos con una amplia
actividad citotdxica demostrada en diversos estudios in vitro e in
vivo. En el presente trabajo se demuestra el efecto que ejercen
estos compuestos sobre el metabolismo celular: induccién
simultdnea de desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa y
disminuciéon de la glicdlisis, lo que desencadena una crisis
energética evidenciada por la activacion de AMPK, efecto
demostrado en dos lineas de cancer de mama, caracterizadas por
presentar un fenotipo y metabolismo altamente diferenciado
(MCF7 y MDA-MB-231). Ademas, se demostré que el tratamiento
de estos derivados junto a doxiciclina presentd un cardcter
sinérgico en la actividad citotdxica, evidenciado por una mayor
activacion de procesos apoptdticos. Este antibidtico demostrd
ejercer actividad mitocondrial al inhibir la sintesis proteica de este
organulo, pero ademas inhibir la actividad de las
metaloproteinasas 2 y 9. Por lo anterior se concluye que, la
combinacion de los derivados de decilpolihiroxibenzoatos junto a
doxiciclina, es una potencial herramienta para estudios in vivo
posteriores.
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11- SINTESIS DE OXIDO NiTRICO (NO) INDUCIDA POR
CAMBIOS DE TEMPERATURA EN LA MACROALGA ULVA
COMPRESSA, EVIDENCIA DE DOS ViAS DE SINTESIS. Temperature-
induced NO synthesis from Ulva compressa seaweed, evidence for
the involvement of two enzymatic pathways.
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Ulva compressa (UC) es una macroalga que habita a lo largo de la
costa chilena desde Arica a la Antartica, domina zonas costeras
contaminadas con metales pesados, principalmente cobre. En
plantas, NO es una molécula de sefializacién fisiolégica que
participa ademdas como respuesta a estrés. UC tolera rdpidas
variaciones de temperatura y repetidos ciclos de desecacién dados
por cambios de marea. Existen varias vias metabdlicas
involucradas en la sintesis NO, parte de las cuales son enzimaticas.
Una de ellas, utiliza L-arginina como sustrato y es sensible a
inhibidores de NOS animal como L-NAME. Otra reduce NO3- y
NO2- por nitrato reductasas (NR) y es inhibida por tungstato de
sodio (TUNA). Se investigd si UC sometida a cambios de
temperatura libera NO al medio de cultivo, y se dilucidd las vias
metabdlicas involucradas en su sintesis. Se cultivé UC a 120C
(control) y luego se cambid la temperatura a 250C en presencia y
ausencia de L-NAME y/o TUNA. Cambios rapidos de temperatura
en UC incrementan NO extracelular con un curso temporal que
sigue al cambio de temperatura (20+4 vs 405 nmol/L-1 NO, n=8,
P<0.05). El alza de NO disminuye significativamente en presencia
de 100 uM L-NAME (4045 vs 10+3 nmol/L-1 NO, n=4, P<0.05) y
TUNA (4045 vs 2042 nmol/L-1 NO, n=4, P<0.05) aunque con cursos
temporales distintos. Analisis por WB de extractos de UC
demostré una banda de 110 KDa, compatible con una NOS animal.
Estas evidencias son compatibles con dos vias de sintesis de NO en
UC en respuesta a aumentos de temperatura. Deducimos que la
secrecion de NO es una respuesta rdpida que adapta al alga a
sobrevida para enfrentar estrés abidtico.
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12- NIVELES ELEVADOS DE PROTEINAS CRMP-2
FOSFORILADA, SEMAFORINA-4D Y PROTEINA VIRAL TAX EN
LINFOCITOS DE PACIENTES CON PARAPARESIA ESPASTICA
INFECTADOS CON HTLV-1 Y RELACION CON MIGRACION.
Increased levels of phosphorylated-CRMP-2, sepmaphorin-4D and
Tax viral proteins in HTLV-1 infected patients with spastic
paraparesis and their relation with migration.

Valenzuela, M.A.1; Puente, J.1; Alberti, C.1; Quintremil, S.1;
Medina, F.1; Ramirez, E.2,3; Cartier, L.4; Pando, M.E.1.

1Depto Bioquimica y Biologia Molecular, Facultad Ciencias
Quimicas y Farmacéuticas, Universidad de Chile; 2Programa de
Virologia, Facultad de Medicina, Universidad de Chile; 3ISP;
4Depto. Ciencias Neuroldgicas, Facultad Medicina, Universidad de
Chile.

Las caracteristicas histopatoldgicas de la Paraparesia Espdstica
Tropical asociada a la infeccidn con el retrovirus HTLV-1, muestran
que las lesiones en la médula espinal de los pacientes
corresponden a un cuadro esencialmente degenerativo por la
pérdida axonal y desmielinizacién de los haces corticoespinales
(axones mas largos del SNC). Clinicamente se expresa por el
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desarrollo progresivo de una marcha pareto-espastica, vejiga
neurogéncia y suele ascompafiarse de un sindrome de sicca. El
principal blanco in vivo del HTLV-1 son las células T-CD4+ (en Chile
prevalencia 1/1000 sujetos dadores de sangre) y hasta un 3% de
los infectados desarrolla Paraparesia, siendo el resto portadores
del virus. En cultivos neuron ales hems mostrado un papel de la
protein viral Tax en la neuropatogenia. Igualmente, hemos
observado que Tax extracelularmente se encuentra como un
complejo de Tax-ubiquitinado con Semaforina-4D soluble (sSema-
4D). En el presente trabajo se presenta un estudio comparativo de
cambios en proteinas de las T-CD4+ en pacientes y en portadores
para comprender el traspaso de linfocitos infectados a través de la
barrera hematoencefédlica que darian cuenta de la presencia de
Tax en el SNC (LCR). Se midieron los niveles relativos de proteinas
asociadas a migraciéon linfocitaria como CRMP-2-fosforilada, a
quimioatraccion cellular como Sema-4-D y los niveles de Tax
secretados de linfocitos y presentes en el plasma. CRMP-2-
fosforilada, Sema-4D (unida a membrana) y Tax se encuentran
elevadas intracelularmente e igualmente estan elevadas Tax
secretada y sSema-4D proteolizada de la membrane por MT-1-
MMP. Los estudios de quimiotraccion de T-CD4+ por sSema-4D se
correlacionaron con el nivel de CRPM-fosforilado, lo que junto al
aumento de CRMP-2-fosforilada darian cuenta de una mayor
migracion al SNC de los linfocitos activados por Tax.
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13- LA DESTINACION DE LA PROTEINA DE UNION AL
FACTOR LIBERADOR DE COTICOTROPINA A LA ViA DE SECRECION
REGULADA ESTA DETERMINADA POR UNA ALFA-HELICE
ANFIPATICA CONSERVADA PRESENTE EN SU AMINO TERMINAL.
The sorting of corticotrophin releasing factor binding protein to
the regulated secretory pathway is determined by a conserved
amphipathic alpha-helix in its amino-terminal.

Bastias, C.P.; Blanco, E.H.; Gysling, K.

Departamento de Biologia Celular y Molecular, Facultad de
Ciencias Biologicas, Pontificia Universidad Catdlica de Chile.

La proteina de unidn al factor liberador de corticotropina (CRF-BP)
es una glicoproteina de 37 kDa, que une CRF y Urocotina con alta
afinidad. CRF-BP fue primeramente asociada con la respuesta de
estrés al actuar como una proteina inhibitoria del factor liberador
de corticotropina (CRF), componente clave en dicha respuesta.
Posteriormente mostramos que CRF-BP ingresa a la via de
secrecion regulada (VSR) como cualquier precursor peptidico. Sin
embargo, se desconoce la sefial de destinacién de CRF-BP hacia la
VSR. El objetivo del presente trabajo fue determinar la sefial de
destinacién de CRF-BP. Para ello utilizamos herramientas in silico
de prediccion de estructura secundaria (GORV y NPS@) y de
proyeccion de alfa hélice (PEPWHEEL) y estudios de destinacién de
quimeras sobre-expresadas en células PC12. Los resultados del
analisis in silico muestran la presencia de un dominio alfa hélice
anfipdtico en la regién amino terminal, caracteristico de otros
dominios de destinacion a la VSR, en la secuencia de CRF-BP. El
dominio alfa-hélice anfipdtico (26-50)-CRFBP es altamente
conservado entre diferentes especies de mamiferos. Los
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resultados de expresion heterdloga en células PC12 mostraron
que el dominio alfa-hélice anfipatico (26-50)-CRFBP es capaz de
restablecer la destinacion de una variante quimérica del precursor
proCARThacia la VSR. Mds aun, la presencia del dominio alfa-
hélice anfipatico (26-50)-CRFBP en la variante quimérica proCART
permitié su secrecion gatillada por un estimulo despolarizante.
Nuestros resultados confirman que la alfa-hélice anfipética
conservada presente en el amino terminal de CRF-BP es
responsable de su destinacion a la VSR.
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14- ASOCIACION DE NURR1 CON LOS CO-REPRESORES
TRANSCRIPCIONALES COREST Y EL CONTROL DEL FENOTIPO
DOPAMINERGICO. Nurrl association with CoREST transcriptional
co-repressors and control of the dopaminergic phenotype.

Leighton, D.1; Sdez, J.1; Gonzalez, M.1; Herrera, M.1; Burger, C.2;
Zamorano, P.3; Andrés, M.E.1

Departamento de Biologia Celular y Molecular, Facultad de
Ciencias Bioldgicas, Pontificia Universidad Catdlica de Chile.

Los circuitos formados por las neuronas dopaminérgicas
mesencefdlicas regulan las conductas motivadas y los
movimientos voluntarios. Existen enfermedades asociadas a estas
neuronas como son la enfermedad de Parkinson, conductas
compulsivas y adiccion a drogas. Nurrl es un factor de
transcripcion de vital importancia para la generacién del fenotipo
dopaminérgico en el desarrollo, como también para su
mantencidn en la adultez. Este factor de transcripcion modula la
expresion de genes del fenotipo neuroquimico dopaminérgico
como la tirosina hidroxilasa y el transportador de dopamina, entre
otros. También se ha reportado que el corepresor transcripcional
CoREST1 regula el desarrollo de las neuronas dopaminergicas al
reprimir la accién de Nurrl. CoREST1 pertenece a una familia de
proteinas que también incluye COREST2 (rcor2) y CoREST3 (rcor3).
Los co-represores COREST (1, 2 y 3) forman complejos con la
desmetilasa LSD1 y las desacetilasas HDAC1/2, modificando
epigeneticamente a la cromatina. CoREST1 ha sido ampliamente
estudiado, sin embargo, no existen muchos estudios sobre el rol
de sus paralogos. Todos los COREST se expresan en neuronas
dopaminergicas, pero aun no se conoce el rol de CoREST2 y
CoREST3 en estas neuronas. El objetivo de este estudio es realizar
un Knock Down (KD) de CoREST2 en neuronas dopaminérgicas
mesencefalicas en cultivo utilizando Lentivirus que contienen
shRNAs  especificos para CoREST2. Ademads, estamos
determinando los dominios de interaccidon de los COREST y Nurrl
mediante mutantes de delecién y ensayo de co-inmunoprecitacion
de proteinas.
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15- EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE
BENZOPIRAN-4-ONAS ALQUILADAS EN CEPAS
MULTIRRESISTENTES DE ESCHERICHIA COLI Y STAPHYLOCOCCUS
AUREUS. Evaluation of antibacterial activity of alquil benzopyran-
4-ones against multidrug-resistant strains of Escherichia coli and
Staphylococcus aureus.

Vasquez-Martinez, Y.1,2, Osorio-Olivares, M.3, Cancino, T.2,
Cortez-San Martin, M.2
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Maria.

En los ultimos 10 afios se ha producido un rapido incremento en la
incidencia de infeccion y de colonizacidn por bacterias
multirresistentes en pacientes hospitalizados. Este incremento se
atribuye a la seleccidon de bacterias intrinsecamente resistentes y
la aparicion de mecanismos eficaces de resistencia y de
transmision cruzada entre pacientes. Todo esto ha transformando
a la multirresistencia a los antibidticos en un problema global
urgente. Al contrario de la estrategia adoptada por la industria
farmacéutica, los expertos recomiendan dirigir las investigaciones
al desarrollo de nuevas clases de drogas antibacterianas, que
actlen por mecanismos de accidn diferentes a los antibidticos
actuales, de manera de dar respuesta efectiva a la resistencia
bacteriana. En este trabajo se presenta un estudio de las
actividades antibacterianas de dos series de benzopiran-4-onas
sintéticas: preniladas y C-2 alquiladas con distintos patrones de
sustitucion. Se estudié la actividad de los compuestos frente a las
cepas Escherichia coli (ATCC25922), E. coli multirresistente (33.1),
Staphylococcus aureus (ATCC 25922), S. aureus multirresistentes
MRSA 622-4 y MRSA 97-7 mediante la determinacion del 50% de
la concentracion minima inhibitoria (MIC50) utilizando el método
de microdilucién establecido por el National Committe for Clinical
and Laboratory Standard (NCCLS). De los resultados obtenidos
destacan algunos de los compuestos por su selectividad y potencia
con valores de MIC50 menores a 10 pg/mL y varios 6rdenes de
magnitud menores al control positivo utilizado.
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16- ESTUDIO IN-VITRO DE BENCILFENILCETONAS COMO
INHIBIDORES DE 15-LIPOXIGENASA DE SOYA (15-SLOX) Y 5-
LIPOXIGENASA HUMANA (5-HLOX). In-vitro study of benzyl phenyl
ketones as inhibitors of soybean 15-Lipoxygenase (15-sLOX) and
human 5-lipoxygenases(5-LOX).
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Las lipoxigenasas (LOX) son una familia de enzimas que contienen
hierro no hémico y que catalizan la dioxigenacion de acidos grasos
poliinsaturados, dando como producto hidroxiperdxidos de acidos
grasos. Las lipoxigenasas han sido ampliamente estudiadas debido
a su participacion en la respuesta inflamatoria, y en los procesos
inflamatorios, tanto en su origen como en su resolucion. Debido a
que estas enzimas se relacionan con diversas enfermedades, la
busqueda de inhibidores especificos para ellas se ha transformado
en un foco interesante de investigacidn, ya que a la fecha solo hay
un inhibidor disponible comercialmente. En este trabajo se
plantea que la presencia de grupos hidroxilos, aromaticos, el
efecto de diferentes sustituyentes en las bencilfenilcetonas, y su
semejanza estructural con inhibidores conocidos de LOX pueden
cumplir un rol clave en la inhibicidn de 15-LOX y 5-LOX. Para esto,
en primer lugar se analizé la serie completa de moléculas para
evaluar su capacidad de inhibir a la enzima, mediante ensayos
espectrofotométricos y de fluorescencia. Luego se determind el
valor IC50 de las mejores moléculas de la serie para ambas
isoformas. Posterior a esto se determind mediante cinética
enzimatica el mecanismo de inhibicion, obteniéndose para (k418)
un comportamiento no-competitivo (Ki 3.6 + 1.4 M) por otro lado,
el mejor inhibidor de 5-LOX (k206) fue de caracteristicas
competitivas (Ki 0.6. M). Este trabajo, pudo determinar la
variabilidad en el comportamiento de las bencilfenilcetones a dos
tipos de isoformas de LOX.
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17- EMPLEO DE N-BENCILTRIPTAMINAS PARA EXPLORAR EL
BOLSILLO EXTENDIDO DE RECEPTORES 5-HT2. Use of N-
benzyltryptamines to explore the 5-HT2 receptor extended
binding pocket.

Toro-Sazo, M.1; Brea, J.2; Loza, M.1.2; Cassels, B.K.1

1Laboratorio de Quimica Biodinamica, Departamento de Quimica,
Facultad de Ciencias, Universidad de Chile. 2Centro de
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Estudios mutacionales y de acoplamiento  molecular
computacional indican que muchas drogas que comparten una
estructura de  feniletilamina, y  ocasionalmente 5-
metoxitriptamina, con un grupo bencilo unido al dtomo de
nitrégeno basico, algunas de las cuales han aparecido en el
mercado ilicito con el nombre general de “NBOMes”, se unen a los
receptores 5-HT2 ubicando la porcién ariletilaminica en el sitio
ortoestérico de estos receptores. El grupo bencilo sustituido, en
cambio, se orienta hacia el bolsillo extendido, espacioso y flexible
de los mismos. Las variaciones estructurales en el grupo bencilo
afectan de manera moderada la afinidad por los receptores 5-
HT2A, 5-HT2B y 5-HT2C. Dado que no se observa un patrén en
cuanto a su casi siempre insignificante selectividad entre los
subtipos, postulamos que el reemplazo de una feniletilamina por
una triptamina, bajando la afinidad por el sitio ortoestérico,
permitiria evidenciar mejor el efecto de cambios estructurales en
el bolsillo extendido. Sintetizamos 34 triptaminas N-benciladas con
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diversos patrones de sustitucion en el grupo bencilo y las
sometimos a estudios de “binding” a receptores expresados
establemente en células CHO-h5-HT2A, CHO-h5-HT2B y Hela-h5-
HT2C. Tal como se esperaba, en los casos comparables las
afinidades resultaron menores que las de los derivados descritos
de 5-metoxitriptamina y de feniletilaminas alucinégenas. Por el
contrario, aunque casi todos los compuestos mostraron poca
selectividad por subtipos, dos de nuestros analogos mostraron una
preferencia moderada pero significativa por el receptor 5-HT2C.
Esta selectividad es poco frecuente y el hallazgo de un nuevo tipo
estructural que la presenta es un punto de partida interesante
para el eventual desarrollo de farmacos inhibidores del apetito o
para el tratamiento de disfunciones sexuales.
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18- PAPEL DE AMINOCROMO EN LA GENERACION DE
CAMBIOS EPIGENETICOS Y SU ASOCIACION CON LOS
MECANISMOS DE PROTEOLISIS INTRACELULAR. Aminochrome
role in the generation of epigenetic changes and its association
with intracellular proteolysis mechanisms.

Paris, 1.B.1; Bricefio, A.2; Mufioz, P.2; Brito, P.1; Salinas, N.1;
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Aunque se desconocen los mecanismos responsables de la muerte
de las neuronas dopaminérgicas en la enfermedad de Parkinson, la
acumulaciéon de proteinas agregadas podria tener un papel
primordial. Actualmente, es un gran desafio dilucidar los
mecanismos que ocurren antes de la muerte neuronal, donde
mecanismos epigenéticos podrian estar participando. Una
caracteristica de esta enfermedad es el deterioro de los
mecanismos de degradacion proteica, procesos dependientes de
una red de microtubulos intacta. Previamente publicamos que el
aminocromo forma aductos con tubulina e induce Ia
despolimerizacién de microtubulos, lo cual sugiere que los
mecanismos de protedlisis intracelular podrian verse afectados. El
objetivo de este estudio fue evaluar si aminocromo inhibe la
fusion de autofagosomas con lisosomas vy altera la
expresion/actividad de las enzimas deacetilasas de histonas
(HDACs) y ADN metiltransferasas (DNMTs). Los resultados
mostraron que aminocromo disminuye la colocalizacion de LC3pB-
LAMP1 en células SH-SY5Y, sugiriendo que aminocromo inhibe la
fusion de autofagosomas con lisosomas. Esta inhibicion también
fue observada en presencia de inductores de autofagia como
rapamicina y trehalosa siendo potenciado este efecto inhibidor en
presencia de vinblastina, un agente que despolimeriza
microtubulos. En estas condiciones se observa un incremento en
la expresion de los genes LC3B y UBI. La expresién de genes puede
ser regulada por el estado de metilacién del gen y la acetilacion de
histonas. Asi, nuestros primeros resultados mostraron que
aminocromo disminuye la actividad de HDACs y la expresion de la
proteina DNMT3a. En consecuencia, las alteraciones en la red de
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microtubulos podria ser uno de los principales responsables de la
muerte celular donde los cambios en la expresion de genes serian
insuficientes para evitar este dafilo y mecanismos epigenéticos
podrian cumplir un papel importante.
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19- CARACTERIZACION Y CUANTIFICACION POR HPLC DE
UN COMPUESTO BIOACTIVO AISLADO DE LAS FLORES DE
Chiranthodendron pentadactylon Larr (Malvaceae)
Characterization and hplc quantification of a bioactive compounds
isolated from the flowers of Chiranthodendron pentadactylon Larr
(Malvaceae)

Magos-Guerrero, G.A., Soto-Nufiez, M., Escobar-Ramirez, J.L.,
Santiago-Mejia, J.
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C. pentadactylon Larr es un arbol originario de México, conocido
popularmente como flor de manita (FM). Los aztecas (siglos XIV y
XV d.C.), empelaban la infusion de las flores para tratar diversas
enfermedades. Actualmente se utiliza como cardioténico en
afecciones cardiacas, y para regular la presion arterial. En estudios
preclinicos realizados en nuestro laboratorio, un extracto
metandlico (EMeOH) de FM mostré significativa actividad
hipotensora en ratas normotensas e hipertensas despiertas, y
actividad vasorelajante en anillos de aorta y en el lecho
mesentérico aislado de rata. El estudio fitoquimico biodirigido de
este extracto, condujo al aislamiento de un principio activo que
produce efectos similares a los observados con el EMeOH. Con el
propodsito de caracterizar su comportamiento cromatografico por
HPLC se realizaron cromatogramas del principio activo
comparandolo con un estandar de referencia. Las muestras fueron
analizadas mediante un HPLC equipado con una bomba 600 y un
detector UV-Vis 2487 marca Waters, USA. Para la separacion se
empled una columna Sorbax SB-C18 (particulas de 5Smicras, 4.6 x
150mm), eluida con un gradiente de Agua-Acido Férmico (5%) y
Metanol-Acido férmico (5%) a un flujo de 0.8 mL/min. Los
resultados muestran que a una longitud de onda de 520nm se
obtiene un pico de absorbancia con un tiempo de retencién igual
al del estandar empleado. Este hecho sefiala que el compuesto
responsable de la actividad cardiovascular de la FM pertenece al
grupo de las antocianinas.
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20- EFECTO DE CUMARINAS NATURALES Y SINTETICAS
SOBRE LA ANHIDRASA CARBONICA DE HELICOBACTER PYLORI.
Effect of natural and synthetic coumarins upon Helicobacter pylori
carbonic anhydrase.

Pastene, E.1, Carvajal, R.1,2, Zufiga, F.1, Parada, V.1, Torres, E.1,2,
Avello, M.1, Alarcén, J.3, Aranda, M.1, Garcia, A.2

1Facultad de Farmacia, Universidad de Concepcidn; 2Facultad de
Ciencias Bioldgicas, Universidad de Concepcion; 3Facultad de
Ciencias Basicas, Universidad de Bio Bio.

Several synthetic coumarins were prepared by classic Peachmann
condensation of phenols with B-keto esters. Natural coumarins
along with these new synthetic derivatives were purified and
isolated by preparative techniques such as CPC and HPLC and their
formation was followed and confirmed by TLC and HPLC-DAD-ESI-
MS/MS. The effect of hydroxylation and introduction of various
groups (e.g. -Cl, -Br, -CH3) was investigated. Inhibition upon
carbonic anhydrase (CA) was assessed using human | and Il
isoforms and recombinant alpha-CA isozyme of Helicobacter pylori
produced in our laboratory. Inhibition was evaluated measuring
the estearase activity and the displacement of dansylamide.
Overall, 4-hydroxycoumarins shown high affinity towards all CA
isozymes assayed with Ki values ranging from 20 nM to 2.1 uM.
Such derivatives also were able to reduce the ATP levels and
adherence of H. pylori to AGS cells. Using an in silico approach
(Docking) the most probable binding mode of these compounds is
proposed. Our preliminary findings suggest that these compounds
bind to the CA in at least two different sites. Our results could be
used as chemical framework for the design of new drugs that help
to the prevention and treatment of the colonization by H. pylori of
gastric mucosa (Proyectos: Fondecyt 1150948; Fondequip N° EQM
130209).
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21- CAPACIDAD INHIBITORIA DE EXTRACTOS DE
PRODUCTOS NATURALES SOBRE LA EXPRESION DE HUNTINGTINA
EN UN MODELO CELULAR DE LA ENFERMEDAD DE HUNTINGTON.
Inhibitory capacity of natural products extracts on the expression
of Huntingtin in a cellular model of Huntington’s disease.
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Las enfermedades neurodegenerativas (EN) han aumentado su
incidencia en los Ultimos afios. En Chile se estima que alrededor
del 7% de los mayores de 60 afios padecen algln tipo de estas
enfermedades, y los costos asociados para los pacientes y sus
familias ascienden a US$14.000 délares anuales. Gran parte de las
EN se caracteriza por poseer una causa comun a nivel molecular:
la funcién anormal y/o agregacién de diversas proteinas
intracelulares debido a un mal plegamiento de las mismas, lo que
ultimamente desencadena la muerte de ciertos tipos de células en
el cerebro. En el caso de la enfermedad de Huntington (EH), una
mutaciéon en el gen de la Huntingtina (HTT) provoca que esta
proteina se exprese con una extension de poliglutamina en el
extremo N-terminal, causando un cambio conformacional que
conlleva a la produccién de fragmentos toéxicos, acumulaciéon de
oligémeros, fibrillas, e inclusiones. En este estudio, se analizé la
capacidad de extractos obtenidos desde especies vegetales nativas
y productos apicolas, de inhibir la expresién y agregacién de HTT
con una extension de glutamina de 74 repeticiones en la linea
celular HEK293 estable e inducible con doxiciclina, realizando una
cuantificacion mediante microscopia automatizada. De los 28
extractos (NP) analizados en diferentes concentraciones, solo los
extractos provenientes de productos apicolas NP023, NP025,
NP027 y NP030 a una concentracién de 100 ug/mL disminuyeron
la expresidén y agregacion de HTT, sin inducir toxicidad en las
células. Asi, podemos concluir que estos extractos representan
una potencial fuente de compuestos quimicos activos frente a la
EH.
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22- ACIDO 3,4-DIHIDROXIFENILACETICO Y SULFORAFANO
PROTEGEN CONTRA LAS ALTERACIONES INDUCIDAS POR
COLESTEROL EN LA CADENA TRANSPORTADORA DE ELECTRONES
Y FOSFORILACION OXIDATIVA EN CELULAS BETA PANCREATICAS.
3,4-dihydroxyphenylacetic acid and sulforaphane protects against
cholesterol-induced impairments in the electron transport chain
and oxidative phosphorylation in pancreatic beta cells.

Carrasco-Pozo, C.1,2; Tan, K.2; Gotteland, M.1; Borges, K.2.

1Departamento de Nutricion, Facultad de Medicina. Universidad
de Chile, Chile. 2School of Biomedical Sciences, The University of
Queensland, Brisbane, QLD 4072, Australia.

El colesterol cumple un papel importante en la induccién de dafio
a las células beta pancredticas por medio de la generacion de
estrés oxidativo y disfuncion mitocondrial. Esta alteraciéon se
caracteriza por una deteriorada capacidad de secrecion de insulina
en respuesta a glucosa. El 4cido 3,4 dihidroxifenilacético (ES) es un
metabolito microbiano de quercetina y otros flavonoles, que ha
sido escasamente estudiado y que presenta propiedades
antioxidantes y protectores de la funcidn mitocondrial. El
sulforafano (SFN) es un isotiocianato natural derivado de un
glucosinolato  encontrado en los vegetales cruciferos,
especialmente brécoli, y es un potente activador de Nrf2. Este
estudio tuvo como objetivo determinar los efectos protectores de
ES y SFN contra la alteracién de la bioenergética mitocondrial
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inducida por colesterol y sus implicancias sobre la funcion
pancredtica en células beta Min-6. Mecanismos moleculares
asociados a la funcién mitocondrial también fueron estudiados. ES
y SFN protegieron contra las alteraciones en la funcién
mitocondrial inducidas por colesterol, especificamente mejoraron
la eficiencia de acoplamiento mitocondrial (mejorando la
respiraciéon basal y méxima, el turnover de ATP y la capacidad de
reserva) y el flujo de electrones en la cadena transportadora
(mejorando la respiracion mediada por complejo I, Il y IV). ES y
SFN también inhibieron el descenso en la expresion de sirtuin 1
inducida por colesterol y aumentaron dramdticamente la
expresion de Pgc-lalfa. ES y SFN protegieron contra la alteracién
inducida por colesterol en la liberacién de insulina mediada por
glucosa en células Min6. Nuestros datos proporcionan una base
cientifica que sustenta el desarrollo de ES y SFN como
nutracéuticos para preservar la funcion de las células beta y
prevenir la progresién de prediabetes a diabetes.
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23- ESTUDIO COMPARATIVO DE LA ACTIVIDAD
INHIBITORIA IN VITRO DE DIVERSOS GENOTIPOS DE MURTILLA
FRENTE A ENZIMAS RELACIONADAS A LA REGULACION DE LA
GLICEMIA. Comparative study of in vitro inhibitory activity of
different murtilla genotypes against enzymes related to glycemic
regulation.

Veas, R.1; Arancibia-Radich, J.1; Pefia-Cerda, M.1; Bugefio, 1.1;
Seguel, I.2; Delporte, C.1

1lLaboratorio de Productos Naturales, Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacéuticas, Universidad de Chile. 2Instituto de
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Ugni molinae Turcz., Myrtaceae conocida normalmente como
murta o murtilla es un arbusto nativo siempre-verde del centro-
sur y sur de Chile. La medicina folcldrica chilena le atribuye
muchas propiedades y entre sus usos destaca como tratamiento
para la diabetes al consumir la infusién de sus hojas y ramas.
Estudios realizados en nuestro laboratorio han demostrado la
presencia de acidos triterpénicos pentaciclicos y un alto contenido
de polifenoles. El objetivo de este estudio fue comparar la
actividad inhibitoria de extractos de hoja de distintos genotipos de
murtilla desde diferentes estudios in vitro frente a alfa-
glucosidasa, glicogeno fosforilasa a (GPa) y proteina tirosina
fosfatasa 1B (PTP1B), enzimas que regulan la glicemia. Entre los
genotipos con actividad inhibitoria mas potente frente a alfa-
glucosidasa destacan el 23-2 donde el extracto etandlico (EET)
obtuvo una CI50 de 1,12 + 0,07 micg/mL y el 27-1 donde el
extracto de acetato de etilo (EAE) obtuvo una CI50 de 8,20 + 0,20
micg/mL, seguido por los genotipos 19-1 y 22-1. Al comparar con
los resultados obtenidos para GPa y PTP1B, los 4 genotipos
vuelven a obtener las mejores actividades inhibitorias. Los
genotipos 19-1, 27-1, 23-2 y 22-1 de murtilla, poseen buenas
proyecciones en estudios in vivo dada su actividad inhibitoria
frente a deferentes enzimas que regulan la glicemia en
comparacion a los compuestos de referencia (p<0,05). Se logra dar
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un valor agregado a esta especie vegetal como potencial
fitofarmaco con multiples blancos farmacoldgicos.
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24- LA ACTIVACION DEL RECEPTOR NICOTINICO DE
ACETILCOLINA ALFA-7 POR ALCALOIDES DE CYTISUS SCOPARIUS
INDUCE NEUROPROTECCION EN UN MODELO CELULAR DE LA
ENFERMEDAD DE ALZHEIMER. Activation of nicotinic
acetylcholine receptor alpha-7 by Cytisus scoparius alkaloids
induce neuroprotection in a cellular model of Alzheimer's disease.
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Cytisus scoparius es una planta caracterizada por presentar
alcaloides quinolizidinicos, capaces de activar receptores
nicotinicos de acetilcolina (nAChR); esta activacion ha demostrado
ser positiva en el sistema nervioso central, y su estudio resulta de
particular interés en patologias neurodegenerativas como la
Enfermedad de Alzheimer (EA). El principal agente toxico de esta
patologia es el péptido beta-amiloide, el cual induce una falla
sinaptica cronica y neurodegeneracion. En este trabajo, se evalud
el efecto neuroprotector de lupanina y 17-oxo-esparteina,
alcaloides aislados de C. scoparius, frente a la toxicidad del
péptido beta-amiloide, en modelos in vitro de la EA. Los resultados
muestran que lupanina (0,03 uM) y 17-oxo-esparteina (0,03 uM)
incrementan la viabilidad de células PC-12 en un 40% y previenen
la toxicidad inducida por el péptido beta-amiloide en un 60%
(n=3). Paralelamente, en neuronas hipocampales de ratdn, estos
alcaloides incrementaron la frecuencia de las transitorias de calcio
intracelular (lupanina: 60%; 17-oxo-esparteina: 40%) y previnieron
los efectos del péptido en un 60%, lo que indica una potenciacién
de la actividad sinaptica y protecciéon de la red neuronal. Los
efectos neuroprotectores inducidos por estos alcaloides fueron
bloqueados al utilizar alfa-bungarotoxina, un antagonista
nicotinico de nAChR alfa-7. Adicionalmente, se observé que
lupanina y 17-oxo-esparteina incrementan la fosforilacion de Akt
en células PC-12 en un 50 y 30% respectivamente, permitiendo
correlacionar la activacion de nAChR con una sefializacién
neuroprotectora intracelular. Nuestros resultados sugieren que la
neuroproteccion inducida por lupanina y 17-oxo-esparteina estan
asociados a la activaciéon de nAChR, particularmente el alfa-7,
pudiendo representar un punto de partida en la caracterizacién de
nuevas moléculas anti-EA a partir de fuentes naturales.
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25- ANTOCIANINAS DE A. CHILENSIS PREVIENEN FISION
MITOCONDRIAL Y ACUMULACION DE LiPIDOS INDUCIDAS POR
OLANZAPINA. Anthocyanins from A. chilensis prevent olanzapine-
induced mithocondrial fission and lipid accumulation.

Rojo, L.E.1, del Campo, A.4, Cubillos-Robles, K.1, Gaspar, P.A.2,
Vélez, D.K.1, Mateluna, C.1, Di Capua, G.1, Pastene, E.3

1Departamento de Biologia, Facultad de Quimica y Biologia,
Universidad de Santiago de Chile, Santiago, Chile. 2Translational
Psychiatry Laboratory, Clinica Psiquidtrica Universitaria, Hospital
Clinico Universidad de Chile, Santiago, Chile. 3 Facultad de
Farmacia, Universidad de Concepcién, Chile. 4Centro Estudios
Moleculares de la Celula (CEMC), Fac. Cs. Qcas. y Farmaceuticas &
Facultad Medicina, Universidad de Chile.

Antipsicdticos de segunda generacién (ASG) han mejorado la
calidad de vida de miles de millones pacientes de esquizofrenia
(SZ) en todo el mundo. Ademds de su uso en pacientes con SZ,
recientemente ha aumentado significativamente el uso de ASG
por pacientes con otros trastornos psiquiatricos clasificados en
DSM-IV, incluyendo a millones de nifios y adultos no
esquizofrénicos. Los usuarios de ASG pueden desarrollar
alteraciones cardiometabdlicas graves en corto tiempo, las cuales
se deben a disfunciones de los centros hipotaldmicos de la
saciedad y la acumulaciéon de lipidos en tejidos periféricos.
Olanzapina (OLZ) es el farmaco ASG mas cardiotoxico de la
categoria. Se ha descrito que la desregulacion del factor
transcripcional SREBP1c es un evento clave en esteatosis y
acumulacién de lipidos inducida por ASG. En este trabajo
mostramos que antocianinas de Aristotelia chilensis (Maqui)
previenen el aumento de peso inducido por OLZ en ratas y la
acumulacién de lipidos en adipocitos 3T3 en cultivo. Delfinidina
3,5-diglucosido (DG) y delfinidina 3-sambubiosido, 5-glucosido
(DS), las principales antocianinas de Maqui, mostraron efectos
tipo-insulina evitando la fision mitocondrial inducida por OLZ en
células de musculo esquelético (L6 ATCC CRL-1458).
Interesantemente, hasta la fecha este es el primer reporte que
describe el mecanismo cardiotéxico de OLZ mediado por la
alteracion de la morfologia mitocondrial. Creemos que estos
resultados apoyan el efecto protector de antocianinas de Maqui
en pacientes de alto riesgo metabdlico inducido por ASG. Los
resultados del presente trabajo se sustentan en estudios de
farmacoldgicos, de espectrometria de masas, citoquimica, docking
molecular, western blot y PCR en tiempo real.
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26- ROL DE ACIDO QUILLAICO OBTENIDO DESDE QUILLAJA
SAPONARIA MOL. EN LA EXPRESION DE COX-2 E INOS Y EN LA
TRANSLOCACION DE NF-kB. Role of quillaic acid obtained from
Quillaja saponaria Mol. in the expression of COX-2 and iNOS and
translocation of NF — kp.
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Quillaja saponaria Mol. es una especie endémica de Chile. En su
composicién se encuentra un gran porcentaje de saponinas, de la
cual se puede obtener la principal aglicona: 4cido quillaico. Este
compuesto ha demostrado in vivo un efecto analgésico vy
antiinflamatorio. Con el objeto de conocer en profundidad el
efecto antiinflamatorio y mecanismo molecular del 4cido quillaico,
se realizaron estudios in vitro en la linea celular RAW 264.7,
macréfagos provenientes de ratén. Las células fueron estimuladas
con LPS para conseguir un efecto inflamatorio reflejado en un
aumento de la enzima proinflamatoria COX-2 e iNOS, ademas se
estudid el efecto antiinflamatorio del acido quillaico evaluando el
comportamiento  del factor nuclear NF-kB  mediante
inmunofluorescencia y la cantidad de enzima en presencia de
distintas concentraciones de esta aglicona utilizando el método de
Western Blot. Se demostré que el aumento de la concentracion de
acido quillaico, proveniente de Quillaja saponaria Mol. provocd
una inactivacién en la translocacion del factor nuclear NF-kB y una
disminucién en la cantidad de enzima proinflamatoria expresada,
concluyendo que el acido quillaico presenta actividad
antiinflamatoria y su mecanismo de accién podria estar
directamente relacionado con la disminucién de enzimas
proinflamatorias en consecuencia de la inactivacion del factor
nuclear NF-kB.
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27- ACETATO DE MATURINA  COMO POSIBLE
ANTAGONISTA DE PPARs Y SU EFECTO ANTINFLAMATORIO.
Maturine acetate as PPARs antagonist potential and
antiinflamatory effect.

Almanza, P.J.2, Giacoman, M.A.1, Zamilpa, A.A.3, Mora, R.B.1
Alarcon, A.F.J.2

1Posgrado en Biologia Experimental, Universidad Auténoma
Metropolitana-lztapalapa. Cd. de México, México. 2Departamento
de Farmacologia, Ciencias Bioldgicas y de la Salud, UAM-I. Cd. de
México, México. 3Depertamento de Fitoquimica Farmacoldgica
del Centro de Investigacion Biomédica del Sur.

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es una enfermedad
caracterizada por hiperglucemia crénica debido a resistencia a la
insulina. Altas concentraciones de glucosa generan incremento de
EROS, lo cual favorece la producién de citocinas inflamatorias,
propiciando un estado inflamatorio crénico  sistémico,
caracteristico de los pacientes con DM2. El tratamiento actual de
la DM2 se enfoca en el uso de antihiperglucémicos o
hipoglucémicos, dejando de lado el estado inflamatorio. Un blanco
molecular que se asocia con ambos efectos es la activacién de
PPARgamma, el cual también favorece la sensibilizacién a la
insulina, inhibiendo la activacién de Nf-kB, y por ende la
produccion de citocinas inflamatorias. Psacalium peltatum es una
planta utilizada en la medicina tradicional mexicana para el
tratamiento de DM2 que presenta efecto antiinflamatorio,
considerandose una fuente importante de moléculas con efectos
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benéficos en la DM2. En el presente trabajo se evalud el efecto
antiinflamatorio del acetato de maturina (AM) aislado de P.
peltatum en un modelo de inflamacién aguda inducido por 13-
acetato-12-Orto-tetra-decanoiforbol (TPA) y se determind la
expresion de citocinas proinflamatorias (IL-18, IL-6, TNFa),
adiponectina, GLUT4 y PPARgamma en macroéfagos en cultivo. Los
resultados mostraron que AM disminuye de manera
significativamente el edema auricular. Este compuesto también
redujo los niveles de expresion tanto del ARNm como de proteina
de las citocinas proinflamatorias. Interesantemente, AM redujo
significativamente la expresién de esta PPARgamma, asi como de
GLUT4 y adiponectina. Por lo tanto, otros mediadores moleculares
como la COX y los canales de potasio dependientes de ATP deben
de estar implicados en los efectos antiinflamatorios vy
antidiabéticos del AM.
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28- EFECTO DE DOS FRACCIONES OBTENIDAS DE U
DERMESTOIDES CHEVROLAT SOBRE LA GLUCEMIA Y LA
ARQUITECTURA PANCREATICA DE RATONES DIABETICOS. Effect
of two fractions obtained from U. dermestoides Chevrolat on
glycemia and pancreatic architecture of diabetic mice.
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Prado L.A.3; Alarcon, A.F.J.1

1Laboratorio de Farmacologia, Departamento de Ciencias de la
Salud. D.C.B.S., Universidad Auténoma Metropolitana, Iztapalapa,
México. 2laboratorio de Neurobiologia Tisular. Area de
Neurociencias. Departamento de Biologia de la Reproduccién.
D.C.B.S., Universidad Auténoma Metropolitana, Iztapalapa,
México. 3Planta Piloto de Fermentacién en Medio Sélido.
Departamento de Biotecnologia. D.C.B.S. Universidad Auténoma
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La diabetes mellitus es un grupo de enfermedades metabdlicas
caracterizado por alteraciones en el metabolismo de
carbohidratos, lipidos y proteinas, produciéndose una
hiperglucemia persistente, consecuencia de defectos en la
secrecion y/o accion de la insulina. Ulomoides dermestoides
Chevrolat es un coledptero usado en la medicina tradicional china
para el tratamiento de la diabetes. El objetivo del trabajo fue
determinar el efecto de dos fracciones obtenidas de U.
dermestoides sobre la glucemia y la arquitectura pancreatica de
ratones diabéticos. De organismos de U. dermestoides adultos,
secos y molidos, se obtuvieron dos fracciones, las proteinas por el
método de precipitacidn y lipidos por el método de soxlhet. Para
la evaluacion bioldgica de estas fracciones se formaron 5 grupos
de ratones Mus musculus CD-1, machos (n=6). Los grupos 2 a 4
recibieron previamente aloxana (70 mg/kg via intravenosa) para
inducir diabetes experimental y se trataron como sigue: Grupo 1,
control sano con solucién salina isotdnica (SSI) a razén de 4mL/Kg
de peso corporal; Grupo 2, control diabético (SSI) (4mL/Kg); Grupo
3, fraccion de proteinas a razon de 16 mg/Kg; Grupo 4, fraccion de
lipidos (16 mg/Kg); y el Grupo 5, glibenclamida (5 mg/Kg). Todos
los tratamientos fueron administrados durante 30 dias por via
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oral. Al término del estudio se determind la glucemia y se obtuvo
el pancreas para la realizacién de un anélisis morfométrico con la
tincion de hematoxilina-eosina. El estudio mostré disminucién de
la glucemia en los grupos tratado con ambas fracciones. En
relacion con la arquitectura histoldgica, el pancreas de los ratones
tratados con la fraccion lipidica mostré aumento en el nimero de
islotes y en la densidad celular. Estos resultados permiten concluir
que los lipidos presentes en U. dermestoides, poseen actividad
hipoglucemiante y regenerativa del pancreas.
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29- ACTIVIDAD INHIBITORIA DE ACETILCOLINESTERASA DE
LA FRACCION ALCALOIDEA DE RHODOPHIALA ANDICOLA.
Acetilcholinesterase Inhibitory activity of alkaloid fraction from
Rhodophiala andicola.

Moraga, F.1,2; Iturriaga-Vasquez, P.2; Mutis, A.2; Jara, C.3; Quiroz,
A.2; Becerra, J.4; Hormazabal, E.2
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Acetilcolinesterasa es un importante objetivo en el manejo de
enfermedades neuroldgicas y neurodegenerativas, relacionadas
con bajos niveles de acetilcolina, a través de la inhibicién de esta
enzima. En la busqueda de nuevos inhibidores de origen natural, el
género Rhodophiala perteneciente a la familia Amaryllidaceae,
destaca por la presencia de un grupo de alcaloides isoquinolinicos,
capaces de inhibir la accién de esta enzima. Aunque los
inhibidores comerciales, utilizados frecuentemente en el control
de la enfermedad de Alzheimer, han demostrado una alta eficacia,
estos han reportado efectos secundarios en pacientes,
destacando, hepatotoxicidad, y sintomas gastrointestinales. Sin
embargo, una de las principales limitaciones de la regulacién de la
actividad enzimatica de Acetilcolinesterasa, es el desarrollo de
tolerancia al inhibidor, posiblemente como resultado de la nueva
sintesis de esta enzima en los terminales nerviosos. Considerando
que el descubrimiento de nuevos y mas efectivos inhibidores es un
gran desafio en la actualidad. El objetivo de este trabajo fue
estudiar la actividad inhibitoria, de la fraccion alcaloidea
proveniente de Rhodophiala andicola, sobre acetilcolinesterasa.
Los alcaloides presentes en R. andicola, fueron obtenidos por
maceraciéon con metanol y posteriormente fraccionados, para la
aislacion de los alcaloides presentes en los bulbos de la planta. La
putativa composicién alcaloidea de la fracciéon fue analizada por
cromatografia de gases acoplada a un espectrémetro de masas,
destacando la presencia de alcaloides del tipo licorina,
galantamina y tazetina. La actividad inhibitoria del extracto
alcaloideo, fue evaluada mediante el método Ellman, mostrando

111


mailto:jcap@xanum.uam.mx
mailto:jcap@xanum.uam.mx

SO Nsssean

FAR Pde

CHI

una actividad inhibitoria con un valor de IC50 de 85+3.0 pg/mL,
utilizando galantamina como control.
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30- ESTUDIO DE LA VARIANTE EGFR R521K G>A
(RS2227983), Y SU IMPACTO SOBRE EL RIESGO DE CANCER DE
LARINGE. Study of EGFR R521K G>A variant and its impact on
laryngeal cancer.

Escalante, P., Miranda, C., Barria, T, Rahal, M., Quifiones, L.

1laboratorio Carcinogénesis Quimica y Farmacogenética,
Departamento de Oncologia Bésico Clinica (DBOC), Facultad de
Medicina, Universidad de Chile, Chile.

Introduccidn. En Chile el cancer de laringe tiene una incidencia de
1,2 casos y una tasa de mortalidad de 0,82 casos por cada 100.000
habitantes. El factor de crecimiento epidérmico (EGF) es un factor
mitogénico que tiene efecto en el desarrollo y diferenciacion de
diversos tipos celulares EGF se une a su receptor EGFR, gatillando
cascadas de sefializacién relacionadas con la diferenciaciéon y
proliferacién del tejido epitelial. La activaciéon desmesurada de
este receptor esta relacionada con el desarrollo de céancer
hepatocelular y de pulmdn entre otros, y es blanco terapéutico
para farmacos como Cetuximab. La variante EGFR R521K G>A
sustituye un aminoacido Arginina por Lisina disminuyendo la
afinidad por su ligando, y se ha observado un efecto protector del
riesgo y mejor prondstico en cancer colorectal y cancer de
faringolaringe. Métodologia. Se analizaron muestras de ADN
gendmico de 68 pacientes con cdncer de laringe del Hospital
Barros Luco, y de 81 voluntarios sanos como control, mediante
PCR-RLFP. Se determiné prevalencia de cada variante en los
grupos de estudio y el odds ratio (OR) estableciendo un valor
p=0,05 como criterio de significancia. Resultados: La prevalencia
de cada genotipo para el grupo de pacientes es de GG(wild type)=
51,47%; G/A(heterocigoto)= 42,65% y A/A(mutado)= 4,41%, y para
el grupo de voluntarios es de G/G= 7,41%; G/A= 33,33% vy
A/A=7,41%. E|l OR para el genotipo mutado es de 0,68 (p=0,609).
Conclusion. Al analizar el impacto de la variante R521K G>A en el
riesgo de céncer de laringe en la poblacion chilena determinamos
que no existe una asociacion estadistica que permita definir este
SNP como un factor protector, aunque si una tendencia a un
efecto protector para el genotipo mutado.
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31- POLIMORFISMOS GENETICOS RELACIONADOS CON LA
QUIMIOTERAPIA PEB EN PACIENTES CON CANCER TESTICULAR:
BIOMARCADORES POTENCIALES DE REACCIONES ADVERSAS.
Genetic polymorphisms related to PEB chemotherapy in testicular
cancer: potential biomarkers for adverse reactions.
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Introducciéon: Uno de los principales focos de la farmacogendmica
es la prediccion de reacciones adversas a medicamentos (RAMs)
con el fin de obtener biomarcadores de utilidad clinica. El estudio
especifico del tratamiento con cisplatino-etopdsido-bleomicina
(PEB) en cancer testicular puede permitir determinar la aparicion
de reacciones adversas tras la quimioterapia, explicando la
variabilidad interpaciente y dirigiendo por lo tanto hacia una
farmacoterapia personalizada. Metodologia: se analizé el perfil de
reacciones adversas mediante un estudio caso-control en 103
pacientes. Se realizd la extraccion de ADN gendémico desde
muestras de sangre periferica y se genotipificaron para los
principales  polimorfismos  genéticos implicados en la
farmacocinética del esquema PEB (CYP3A4*1B, GST-M1 null, GST-
T1 null, GSTP1 rs1695, ERCC1 rs11615, ERCC2 rs13181, ERCC2
rs238406, ERCC2 rs1799793 y BLMH rs1050565). Resultados: las
RAMs mas frecuentes encontradas fueron la neutropenia grados
3-4 (37,1%), leucopenia grados 3-4 (28,9%), dolor grados 1-4
(25,8%), mucositis grados 1-4 (17,5%) y reacciones dermatoldgicas
grados 1-4 (16,5%). El polimorfismo BLMH rs1050565 se asocia a
un  mayor riesgo de presentar toxicidad dermatoldgica
(OR=5,33;1C=1,044-26,83;P=0,0437) y dolor (OR=5,543;|C=1,268-
26,49;P=0,02), y presenta una tendencia de asociacién con el
riesgo de mucositis (OR=4,597;1C=0,921-22,29;P=0,0645). Aun
cuando no se encontrd una relacién estadisticamente significativa
entre genotipos de ERCC2 A/G (rs13181), existe una tendencia del
genotipo heterocigoto a presentar dolor 1-4 (OR=5,412;1C=0.8932-
43.69;P=0,070) y a presentar neutropenia o leucopenia 3-4
(OR=3,72; 1C=0,8354-18,46; P=0,092), asi como tambien con la
aparicion de toxicidad dermatoldgica en individuos con genotipo
heterocigoto para CYP3A4*1B (OR=13,36; 1C=0,74-251,4;
P=0,083), lo cual sera corroborado en el futuro préximo con mayor
nimero de pacientes. Conclusién: El perfil de reacciones adversas
es similar a lo descrito en otros estudios para pacientes sometidos
a este mismo esquema. Es necesario seguir la busqueda de
biomarcadores con el fin de predecir la toxicidad asociada al
esquema PEB y evaluar el aumento en el tamafio muestral.
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32- ESTUDIO DE ASOCIACION ENTRE EL POLIMORFISMO
CYP1A1*2A Y LA OCURRENCIA DE CANCER TESTICULAR. Risk
association study between CYP1A1*2A polymorphism and
ocurrence of testicular cancer.
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Introduccidn: El cancer testicular (CT) es una patologia que afecta
a hombres principalmente en edad laboral y tiene un alto impacto,
tanto a nivel sanitario, como econémico y social. Conocer los
factores genéticos asociados a su ocurrencia es de utilidad en su
prevencién. La enzima CYP1Al, participa en el metabolismo de
toxicos, generando metabolitos potencialmente carcinogénicos y
su influencia en la aparicion de CT es de interés en el estudio de la
patologia. Metodologia: Mediante un estudio de casos y controles,
se analizo el riesgo que implica la exposicion al factor genético del
polimorfismo CYP1A1*2A T3801C (rs4646903). Los casos fueron
pacientes de 18 afios o0 mas diagnosticados con CT, los controles
fueron voluntarios de sexo masculino en el mismo rango de edad,
sin el diagnodstico de CT. La presencia de la variante genética fue
detectada mediante la técnica de PCR-RFLP. La asociacion de
riesgo se realizé mediante el OR e intervalo de confianza 95%
(IC95%). Resultados: En este estudio preliminar, las frecuencias
alélicas en poblacién general cumplen con el equilibrio de Hardy
Weinberg. La presencia del alelo infrecuente no se encontrd
asociada estadisticamente con un mayor riesgo de ocurrencia del
CT, en comparacion con aquellos homocigotos wild type vy
heterocigotos. La observacion confirmativa de los resultados
obtenidos se realizard una vez que se disponga de un mayor
tamafio de muestra. Conclusiones: La presencia del alelo
polimérfico *2A no fue asociado de manera estadisticamente
significativa con proteccién ni riesgo de ocurrencia de CT. Nuevos
estudios deberan llevarse a cabo para estudiar el potencial
predictivo de este potencial biomarcador en la incidencia de
cancer testicular.
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33- DETERMINACION DEL POLIMORFISMO DEL GEN BLMH
EN LA POBLACION CHILENA Y SU ASOCIACION CON LA
TOXICIDAD DE LA QUIMIOTERAPIA DEL CANCER TESTICULAR.
Determination of the BMLH polymorphism in the Chilean
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Introduccion: La Bleomicina, droga utilizada en la quimioterapia
para cancer testicular, junto con cisplatino y etopésido (esquema
PEB), detiene la proliferacion celular, mediante la generacion de
rupturas en el DNA, que bloquean la progresion en el ciclo celular
e incluso pudiendo inducir apoptosis. La susceptibilidad a esta
droga aumenta en células que estan en divisién celular,
principalmente en las fases G2 o M. La Bleomicina Hidrolasa (BH),
encargada de su inactivacion, esta presente en la mayoria de los
tejidos, disminuyendo la toxicidad en células no tumorales, sin
embargo, esta ausente en piel y pulmon. El polimorfismo genético
A1450G (rs1050565) conlleva disminucién en la actividad BH,
favoreciendo la toxicidad asociada a la quimioterapia PEB.
Metodologia: se realizd genotipificacion por real-time PCR y por
PCR RFLP del polimorfismo rs1050565 en poblacién general y en
pacientes con cancer testicular tratados con quimioterapia PEB,
bajo un protocolo éticamente autorizado. Resultados: Las
frecuencias genotipicas obtenidas en poblacion general chilena y
pacientes de céncer testicular fueron 42% A/A, 47% A/G, 11% G/G;
y 35% A/A, 47% A/G, 18% G/G, respectivamente. Se observd
asociacion con respuestas adversas de caracter dermatoldgico
(OR: 5.33; IC: 1.044, 26.83; P: 0.04371) y con dolor (OR: 5.543; IC:
1.268, 26.49; P: 0.02020), una tendencia asociada al desarrollo de
mucositis (OR: 4,597; IC: 0.921, 22.29; P: 0.06451), y no se observa
asociacion con toxicidad hematoldgica. Conclusién: Los resultados
muestran que la presencia del polimorfismo rs1050565, se asocia
con la aparicion de reacciones adversas, no hematologicas, a la
quimioterapia PEB. Estas asociaciones se seguiran evaluando en la
medida que aumente el nimero de pacientes incluidos en el
presente estudio.
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Tamoxifeno es el tratamiento a eleccién para cancer de mama
hormono-dependiente (CMH) y ampliamente biotransformado. Su
respuesta farmacoldgica podria estar influenciada en gran medida
por la existencia de polimorfismos genéticos participantes en su
farmacocinética y farmacodinamia. Metodologia: Se determinaron
las variantes genotipicas de enzimas citocromo P450 (CYP2D6*4,
CYP3A4*1B, CYP3A5*3), uridin di fosfato glucuronil transferasas
(UGT2B7*2, UGT2B15*2), sulfotransferasa (SULT1A1*2) y el
receptor de estrogenos (ESR1V364E) mediante PCR-RFLP.
Complementariamete, se determinaron las concentraciones
plasmdticas de  Tamoxifeno, = N-desmetiltamoxifeno,  4-
hidroxitamoxifeno y endoxifeno, en estado estacionario, mediante
HPLC-MS/MSde pacientes con CMH en tratamiento con
Tamoxifeno, como herramienta de evaluacion de respuesta
farmacoldgica. Resultados: Se encontré que UGT2B15*1/*2
protege de presentar recidiva (OR=0,09;p=0,02), CYP3A5*3/*3
protege de presentar engrosamiento de endometrio (OR=0,07;
p=0,01), SULT1A1*1/*2 protege de presentar ginecorragia
(OR=0,09;p=0,03) y ESR1364E/364E aumenta la posibilidad de
presentar ginecorragia (OR=5,68;p=0,02), CYP3A4*1/*1B vy
SULT1A1*1/*2 disminuye la eliminacién de 4-hidroxitamoxifeno
(coef.=4,17;p=0,002) y 17B-Estradiol (coef=-0,035;p=0,025),
respectivamente. Utilizando modelos de regresiéon logistica se
logré obtener modelos predictivos preliminares que explican
posibilidad de presentar Recidiva (p=0,004), Engrosamiento de
endometrio (p=0,002) y Ginecorragia (p=0,014), incluyendo
variables gendmicas y no gendmicas. Conclusién: Los modelos
predictivos obtenidos muestran que la respuesta al tratamiento
con Tamoxifeno en pacientes con CMH estd asociada a la
presencia de variantes genéticas en proteinas participantes de la
farmacocinética y farmacodinamia de tamoxifeno. Estos modelos,
luego de un protocolo de validacién clinica pueden ser utilizados
para predecir la recurrencia de la enfermedad y los efectos
negativos de la terapia con Tamoxifeno, mejorando la respuesta
individual al tratamiento con Tamoxifeno.
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En la rata, la malnutricion fetal programa hiperactividad neuronal
en el nucleo paraventricular (NPV) del hipotdlamo, lo que genera
hipertensidn arterial en la adultez. La actividad neuronal en el NPV
de la rata es regulada por un feedback negativo a través de
corticosterona/receptores GR2 (eje hipotalamo-hipofisis-adrenal)
y/o por interconexiones reciprocas excitatorias con el locus
coeruleus (LC) wvia noradrenalina/receptores alfa-1. Para
determinar la relevancia de ambos sistemas de control en el NPV,
se cuantificaron las expresiones de RNAm para GR2 y alfa-1 en el
PVN mediante hibridizaciéon in situ y de sus proteinas en
hipotdlamo total mediante ensayo de binding (3H-dexametasona).
Los resultados mostraron que la malnutricion fetal programa
disminuciones significativas de RNAm y proteina del receptor GR2,
asi como una disminucién del RNAm para el receptor alfa-1 pero
no de su proteina. Se sugiere que la hiperactividad neuronal en el
PVN es consecuencia de una desensibilizacion del feedback
negativo que ejerce corticosterona en este nucleo, y no de
modificaciones moleculares en el control noradrenérgico
proveniente del LC.
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36- ANALISIS NEUROQUIMICO DE LA SINAPSIS ENTRE LA
AMIGDALA BASOLATERAL Y LA CORTEZA PREFRONTAL.
Neurochemical analysis of the synapses between basolateral
amygdala and prefrontal cortex.
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La amigdala basolateral (BLA) y la corteza prefrontal (PFC) estan
involucradas en la modulacién de la respuesta a estrés. La
actividad neuronal en la PFC se reduce cuando ocurren eventos
estresantes (Garcia et al, 1999). Ademas, la exposicion a eventos
estresantes, bloquea la induccién del LTP en la sinapsis BLA-PFC
(Maroun & Richter-Levin, 2003). Las drogas de abuso involucran
estructuras y neurotransmisores similares a los involucrados en la
respuesta a estrés como la PFC, el drea del tegmento ventral (VTA)
y la amigdala, y neurotransmisores como el factor liberador de
corticotrofina (CRF) y la dopamina. Existe evidencia que el
receptor 2 para el factor liberador de corticotrofina (CRF2) (Guan
et al, 2014) y el receptor 1 de dopamina (DAD1) (Sanchez et al,
2003) en la PFC estan involucrados en la recaida a la busqueda
compulsiva de drogas de abuso. Considerando la evidencia
disponible, decidimos estudiar si el CRF2 y DAD1 estan
involucrados en la regulaciéon neuroquimica que ejerce la BLA
sobre la PFC. Para ello realizamos experimentos en ratas
anestesiados en los que se estimuld la BLA mediante una solucién
despolarizante y se analizd, mediante microdialisis, los niveles
extracelulares de glutamato en la PFC, en presencia o ausencia de
antagonistas farmacoldgicos para los receptores CRF2 y DAD1. Los
resultados mostraron que la estimulacién de la BLA aumenta los
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niveles extracelulares de glutamato en la PFC. En presencia de
antisauvagina30, antagonista CRF2, se observd un aumento
significativo en los niveles de glutamato en PFC. En cambio, en
presencia de SCH23390, antagonista DAD1, no se observé cambios
significativos en los niveles de glutamato. Los resultados sugieren
que la activacion de CRF2, y no de DAD1, en PFC reduce la
liberacion de glutamato inducida por la estimulacion de la BLA.
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Se ha visto que los fibratos (agonistas del receptor activado por
proliferadores de peroxisomas alfa —PPAR alfa-) disminuyen la
ingesta voluntaria de alcohol en ratas bebedoras UChB. Sin
embargo, se desconoce el mecanismo por el cual se produce esta
disminucidon en el consumo. Postulamos que el efecto aversivo al
alcohol se debe a la acumulaciéon de acetaldehido en sangre,
producido en exceso debido a un aumento de la actividad de la
catalasa presente en los peroxisomas. Para probar la hipétesis, se
administrd por via oral fenofibrato (50 mg/kg/dia) durante 14 dias
a ratas bebedoras UChB que habian ingerido alcohol durante 2
meses. Se observé una reduccidn entre 70-90% en el consumo de
alcohol. La administracion oral de 1 g de etanol/kg produjo un
aumento marcado del acetaldehido en la sangre de animales
tratados con fenofibrato (70 microM vs. 7 microM en los
controles). La actividad de catalasa hepdtica después del
tratamiento con fenofibrato aumento 3 veces; se observé también
mediante western blot un aumento en la cantidad de enzima
presente en el higado. Otras enzimas hepaticas, como alcohol
deshidrogenasa y aldehido deshidrogenasa, principales
responsables del metabolismo del etanol se mantuvieron sin
alteraciones. El andlisis en la actividad de la transaminasa séricas
no evidencid dafio hepatico. Estos datos apoyan la hipdtesis que el
aumento del acetaldehido mediado por catalasa genera un efecto
aversivo al etanol.
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38- IDENTIFICACION DE SITIOS MOLECULARES
INVOLUCRADOS EN LA MODULACION DEL RECEPTOR DE GLICINA
POR EL ALCALOIDE NATURAL GELSEMINA. Identification of
molecular sites associated with the modulation of the glycine
receptor by the natural alkaloid gelsemine.
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Los receptores de glicina (R-Gli) son canales idnicos permeables a
cloruro activados por el neurotransmisor glicina. La actividad
inhibitoria del R-Gli contribuye al control de diversos procesos
fisiolégicos esenciales, como control motor, procesamiento
sensorial y tono muscular. Estudios recientes han demostrado que
alcaloide natural gelsemina es capaz de modular directamente la
actividad del R-Gli. Ademas, estudios in vivo han mostrado que
gelsemina ejerce efectos ansioliticos y analgésicos. Sin embargo,
hasta la fecha no se han determinado los sitios moleculares
involucrados en la modulacion del R-Gli por gelsemina. A través de
estudios electrofisiologicos de R-Gli quiméricos y mutados en
combinacién con modelamiento molecular, el presente estudio
tuvo como objetivo comenzar a identificar los sitios moleculares
relevantes para la modulacién del R-Gli por gelsemina. Registros
electrofisiolégicos utilizando R-Gli salvajes demostraron que
gelsemina posee un efecto potenciador en R-Gli compuestos de la
subunidad alfal. Contrariamente, gelsemina inhibid la actividad de
R-Gli compuestos de la subunidad alfa2 y alfa3. A través del
estudio de R-Gli quiméricos, se determind que estos efectos
diferenciales son exclusivamente dependientes de la composicién
del dominio extracelular de las subunidades alfa. Por otra parte,
estudios de modelamiento molecular mostraron que gelsemina es
capaz de interaccionar selectivamente con el sitio ortostérico del
R-Gli, el cual se encuentra en la interfase entre subunidades alfa
en el dominio extracelular. En linea con estos hallazgos,
mutaciones puntuales en residuos criticos del sitio ortostérico de
la subunidad alfal del R-Gli (F63A, F203A y G160E) generaron R-Gli
resistentes a la modulacién por gelsemina. En conjunto, nuestros
resultados sugieren que gelsemina modula la actividad del R-Gli a
través de interacciones moleculares especificas con residuos del
sitio ortostérico del canal iénico.
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Los extractos de las plantas del género Gelsemium han sido
utilizados tradicionalmente en la medicina popular. Estudios
recientes han mostrado que los alcaloides principales de estos
extractos, denominados gelsemina y koumina, ejercen efectos
analgésicos y ansioliticos en modelos de comportamiento animal.
Interesantemente, estos efectos benéficos fueron dependientes
de la actividad de los receptores de glicina (GlyRs), los cuales son
canales idnicos que se expresan en el sistema nervioso central y
que son activados por el neurotransmisor glicina. Sin embargo, es
actualmente desconocido si gelsemina o koumina pueden modular
directamente la funcién del GlyR. Para examinar los efectos de
gelsemina y koumina a nivel funcional, realizamos experimentos
de electrofisiologia en células HEK293 que expresaron diferentes
subunidades de GlyRs. Ademds, analizamos los efectos de
gelsemina en GlyR nativos a través de registros electrofisioldgicos
de neuronas espinales en cultivo. Nuestros resultados mostraron
que koumina y gelsemina modulan directamente GIlyR
recombinantes. Koumina redujo las corrientes evocadas de todas
las subunidades de GlyR examinadas, mientras que gelsemina
ejercié efectos especificos en diferentes isoformas. Registros de
canal Unico mostraron que gelsemina modificé diferencialmente la
probabilidad de apertura de diferentes subunidades de GlyR sin
cambiar la conductancia. En neuronas espinales, gelsemina
disminuyd la frecuencia de los eventos sinapticos glicinérgicos y
glutamatérgicos, sin alterar la amplitud. En conjunto, nuestros
resultados contribuyen a explicar, al menos en parte, las bases
farmacoldgicas de los efectos in vivo de los alcaloides del género
Gelsemium que son mediados por GlyRs. Por otra parte, nuestros
resultados sugieren que gelsemina podria ser un templado
interesante para el desarrollo de moduladores selectivos para
diferentes isoformas de GlyRs.
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40- VARIANTES GENETICAS EN LA ENZIMA DE
REPARACION DEL ADN ERCC2, Y SU RELACION CON HIPERPLASIA
PROSTATICA BENIGNA. Genetic variants on ERCC2 DNA reparation
enzyme and its relationship with benign prostatic hyperplasia.
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El factor genético juega un rol relevante en la susceptibilidad a
desarrollar distintas patologias y en la respuesta a xenobidticos. La
presencia de polimorfismos genéticos que alteran la funcién y la
actividad de los mecanismos de reparacion del ADN puede ser un
factor determinante en la etiologia del cancer (susceptibilidad), la
respuesta frente a agresores del medio ambiente, a farmacos
como el cisplatino y en otros procesos degenerativos. El objetivo
de este trabajo fue relacionar la presencia de los polimorfismos
rs13181, rs238406 y rs1799793 del gen Excision Repair Cross-
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Complementation Group 2 (ERCC2), que participa en el sistema de
reparacion de ADN, en la poblacién general y su posible asociacion
con el desarrollo de hiperplasia prostdtica benigna (HPB).
Metodologia: EIl ADN gendémico fue obtenido de 198 personas de
poblacién chilena Y DE 140 pacientes con hiperplasia prostatica
benigna. Se obtuvo el ADN mediante la extraccion con kits
comerciales y se realizé la genotipificacion mediante real-time PCR
asociado a sondas TaqMan. Resultados: La presencia del
polimorfismo rs1799793 se asocia con la susceptibilidad de
desarrollar HPB para el genotipo heterocigoto (OR=2,60; 1C=1,45-
4,71, P<0,001; modelo codominante); junto con el genotipo
homocigoto mutado (OR=10,83; 1C=4,53-29,10; P<0,001; modelo
codominante). Por otro lado el polimorfismo rs13181, se asocia
con la presencia de HPB, para el genotipo homocigoto mutante
(OR=7,41; 1C=2,93-22,39; P<0,001-modelo recesivo). Mientras que
para el rs238406, no se encontraron diferencias en los genotipos
que se relacionan con la presencia de HPB. Conclusion: La
presencia de los polimorfismos rs13181 y rs1799793 de la enzima
de reparacion de ADN ERCC2 pueden ser biomarcadores de una
mayor susceptibilidad a desarrollar hiperplasia prostatica benigna
en la poblacién chilena.

Area de la Farmacologia: Farmacogenética
Direccion de Correo: Iquinone@med.uchile.cl
Socio Patrocinante: Dr. Luis Quifiones

41- FRECUENCIAS ALELICAS Y GENOTIPICAS DE LA ENZIMA
DE REPARACION ERCC2 EN POBLACION CHILENA Y SU
ASOCIACION CON EL RIESGO EN EL DESARROLLO DE CANCER
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El céncer testicular (CT) en Chile presenta tasas que duplican la
incidencia mundial y alcanzan hasta 10 veces la mortalidad, segun
el rango etario. Entre los factores fisiolégicos que influencian el
cancer el factor genético juega un rol relevante, tanto en la
incidencia, como en la respuesta a quimioterapicos. La presencia
de polimorfismos genéticos que alteran la funcién de proteinas
involucradas en los mecanismos de reparacion del ADN pueden
ser un factor determinante en la etiologia del CT y en la
variabilidad de respuesta terapéutica, por ejemplo en Ila
reparacion de aductos en el ADN, producidos por cisplatino. El
objetivo de este trabajo fue relacionar la presencia de tres
polimorfismos del gen Excision Repair Cross-Complementation
Group 2 (ERCC2) en la susceptibilidad a CT. Metodologia: Se
obtuvo DNA gendmico de 198 voluntarios de poblacidon general
chilena y 180 pacientes con cancer testicular. El analisis genotipico
fue realizado mediante Real Time-PCR. Resultados: Al realizar la
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comparacion entre el grupo de poblacién general y el grupo de
pacientes con CT, se encontré que el polimorfismo rs238406 se
asocia a la presencia de CT en un modelo recesivo (OR=2,438, 95%
1C:1,513-3,960, p=0,0001). Ademds, se encontré que los individuos
que presentan el alelo G para el polimorfismo rs13181 presentan
un mavyor riesgo de desarrollar CT bajo un modelo co-dominante
(OR=2,549, 95% 1C:1,364-4.942, p=0,002 para el genotipo AG y
OR=0,1953, 95% 1C:0,07812-0,443, p=0,0001 para el genotipo GG),
finalmente, el los portadores del genotipo GG para el
polimorfismo rs238406 presentan un mayor riesgo bajo un
modelo co-dominante (OR=2,243, 95% IC:1,276-3,965, p=0,0041).
Conclusion: Los polimorfismos rs13181, rs1799793 y rs238406
estdn relacionados con la incidencia y riesgo de desarrollar CT en
la poblacién chilena.
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42- ACTIVACION DE LA ViA DE SENALIZACION PPARALFA-
FGF21 EN EL TRATAMIENTO CONJUNTO DE HORMONA TIROIDEA
(T3) Y ACIDO DOCOSAHEXAENOICO (DHA). Upregulation of rat
liver PPARalpha-FGF21 signaling by a docosahexaenoic acid and
thyroid hormone combined protocol.

Cornejo, P.1, Vargas, R.2, Riquelme, B.2, Fernandez, V.2, Videla,
LA.2

Afiliacion: 1Escuela de Tecnologia Médica, Facultad de Salud y
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Farmacologia Molecular y Clinica, ICBM, Facultad de Medicina,
Universidad de Chile

Restiimen:

El tratamiento conjunto de hormona tiroidea (T3) con 4&cidos
grasos omega-3 (DHA) ejerce efectos bioldgicos protectores, como
la prevencién del dafio hepatico por isquemia-reperfusion. El
objetivo de este estudio fue probar la hipotesis de que el
tratamiento combinado de T3 y DHA activa la via de sefializacion
PPAR-alfa-FGF21 en higado. Para esto se administraron dosis
diarias de DHA (300/mg/kg por 3 dias) junto con T3 (0,05 mg/Kg
en Unica dosis al cuarto dia) a ratas macho de la cepa Sprague-
Dawley. El tratamiento T3-DHA produjo un incremento (p<0,05) en
el contenido de DHA hepatico (33%) y en los niveles séricos de T3
(13%). También se observé un aumento en la unién a ADN de
PPAR-alfa (65%) y en los niveles de ARNm de PPAR-alfa, junto con
esto se observd un incremento de ARNm de los genes blanco de
PPAR-alfa, carnitina-palmitoil transferasa 1lalfa (153%, p<0,05),
acil-CoA oxidasa (101%; p < 0,05), y 3-hidroxil-3-metilglutaril-CoA
sintasa 2 (113%; p<0,05). En estas condiciones también se
incremento la expresion de ARNm del receptor X retinoico -alfa
(RXR-alfa) (54%, p<0,05)) concomitantemente con el aumento en
los niveles hepaticos del ARNm (3,5 veces) y de la proteina (91%)
de FGF21 y los niveles séricos de FGF21 (132%). Se concluye que el
tratamiento conjunto T3-DHA induce la via de sefializacién PPAR-
alfa-FGF21 que podria involucrar la activacion de PPAR-alfa por
DHA y el aumento en su expresion por efecto de T3, con la
consecuente activacion de FGF21 por accién de PPAR-alfa.

Area de la Farmacologia: Farmacologia molecular
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43- BIOENSAYOS Y MECANISMOS DE ACCION CELULAR DE
DROGAS ANTINEOPLASICAS DE ORIGEN QUINONICO. Bioassays
and action mechanisms of quinone-derived antineoplastic drugs.

Sandoval-Caballero, C., Arismendi-Macuer, M., Molinari, A.A.,
Guzman, L., Reyes, J.G.

Laboratorio de Quimica-Bioldgica, Instituto de Quimica, Pontificia
Universidad Catdlica de Valparaiso.

En Chile, el cancer es la segunda causa de muerte seguido de las
enfermedades cardiovasculares. El impacto econémico del cancer
alcanza casi el 1% del PIB siendo los tipos de cancer mds costosos
para el sector publico, el gastrico (17,6%), de mama (7%) y de
prostata (4,2%). Previamente, se ha identificado que moléculas
tipo quinona son elementos farmacoldgicos con actividad
citotdxica sobre células tumorales. Su principal caracteristica es
sufrir oxidaciéon o reduccion de forma reversible generando
radicales semiquinona promoviendo la generacién de ROS/RNS y
afectando fendmenos fisiolégicos como la fosforilacion oxidativa o
la concentracién de iones intracelulares. Esto hace que estos
compuestos sean considerados como una estructura base para el
disefio de antineopldsicos. En este trabajo se probaron mediante
estudios ciegos los compuestos quindnicos MA50, MA49, MA25 y
MA23 como potenciales elementos citotdxicos sobre células de
cancer gastrico SNU-1. Se caracterizaron los valores de LC50
mediante ensayos de reduccion de MTS para los cuatro
compuestos, cuyas magnitudes son 74, 33, 14, y 83 uM,
respectivamente. Mediante el uso de la sonda H2DCFDA se
determind que no hay efectos significativos de ningiin compuesto
sobre el nivel intracelular de ROS/RNS. Tres de los compuestos
tienen un efecto significativo sobre el potencial de membrana
mitocondrial y los niveles de Ca(ll), evaluados con Rodaminal23 y
Fluo3, respectivamente, a excepcidon de MA23. En conclusion, este
trabajo permite una aproximacion sobre los posibles mecanismos
de muerte de SNU-1 frente a compuestos quindnicos. Aunque el
colapso del potencial de membrana mitocondrial es considerado
como uno de los primeros signos de apoptosis, se requeriria
evaluar en mas detalle el tipo de muerte celular generada por
estos compuestos.
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44- PRODUCCION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES
CONTRA LA FOSFOLIPASA A2 ASOCIADA A LIPOPROTEINA.
Monoclonal Antibody Production against lipoprotein-associated
phospholipase A2.

Soto, D.; Castillo,D.; Zufiiga, F.A.; Bustos, P. ; Aguayo,C.
1Departamento de Bioquimica Clinica e Inmunologia, Facultad de
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Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son la primera causa de
muerte en Chile. Las herramientas usadas actualmente, no
permiten, una evaluacion temprana de la enfermedad, cuya
génesis es la aterosclerosis. Estudios realizados en las ultimas
décadas han descrito biomarcadores relacionados con la evolucién
de la placa aterosclerosis, dentro de los cuales destaca la
Fosfolipasa A2 asociada a lipoproteina (Lp-PLA2), descrita como un
biomarcador de inflamacién vascular. Existe una correlacién entre
los niveles de Lp-PLA2 con la estabilidad de la placa aterosclerética
y el riesgo cardiovascular. Ademas estudios de cohorte, han
demostrado que sujetos con niveles de Lp-PLA2, por sobre los 200
ng/mL, son mas susceptibles de sufrir un evento cardiovascular a
futuro, sugiriéndose como factor para restratificar el riesgo
cardiovascular. Con el fin de relacionar los niveles de Lp-PLA2 con
el riesgo cardiovascular, nuestra investigacion va dirigida a la
generacion de un inmunoensayo que cuantifique los niveles
plasméticos de Lp-PLA2, en individuos de la region del Bio-Bio.
Para esto se produjo invitro la proteina recombinante en células
HEK-293. Utilizando la tecnologia de hibridomas de células B, se
generaron anticuerpos monoclonales especificos para Lp-PLA2, a
partir de células de bazo de ratones Balb/c inmunizados con Lp-
PLA2 recombinante. Los anticuerpos fueron caracterizados por
westernblot y ELISA. Nuestros datos demostraron que fue posible
generar in vitro la proteina recombinante de Lp-PLA2. Ademas se
produjeron 14 anticuerpos, de los cuales, dos presentaron una alta
afinidad y especificidad contra la Lp-PLA2 recombinante. En
conclusién este trabajo representa una primera etapa, en el
desarrollo de un inmunoensayo que permita cuantificar niveles
plasméticos de la Lp-PLA2 en pacientes con riesgo cardiovascular.

Area de la Farmacologia: Farmacologia cardiovascular
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45- SIMVASTATINA DISMINUYE LAS MOLECULAS DE
ADHESION ENDOTELIAL INDUCIENDO LA PRODUCCION DE 15-EPI-
LIPOXINA A4 IN LA CARDIOPATIA CHAGASICA CRONICA MURINA.
Simvastatin decreases endothelial adhesion molecules by inducing
the prduction of 15-epi-lipoxin a4 in murine chronic chagas’s
cardiomyopathy.

Maya, J.D.1; Gonzalez-Herrera, F.1; Cramer, A.2; Pimentel, P.2;
Liempi, A.3; Castillo, C.3; Guzman-Rivera, D.1; Machado, F.S.2;
Kemmerling, U.3

1Program of Clinical and Molecular Pharmacology, ICBM, Faculty
of Medicine, University of Chile. 2Department of Biochemistry and
Immunology, ICB, Universidade Federal de Minas Gerais, Brazil.
3Program of Anatomy and Developmental Biology, ICBM, Faculty
of Medicine, University of Chile.

La enfermedad de Chagas, producida por el Trypanosoma cruzi,
produce, en 30% de los casos, la Cardiomiopatia Chagdsica Crénica
(CCC), principal causa de mortalidad en esta enfermedad. En la
CCC hay disfuncion endotelial por aumento en la expresién de
citoquinas proinflamatorias, activacion del factor nuclear kappa B
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(NFkB) y consecuente incremento en la expresion de moléculas de
adhesion endotelial (ECAMs) aumentando la permeabilidad
endotelial, inflamacién y subsecuente fibrosis cardiaca.
Actualmente, el benznidazol es el Unico agente antichagésico, pero
no reduce todos los factores fisiopatoldgicos de CCC. Por otro
lado, las estatinas (hipolipemiantes) también disminuyen la
inflamacion. In vitro, las estatinas disminuyen los niveles de NFkB
y la expresion de ECAMs inducidos por T. cruzi. Mas aun, se ha
reportado que estos efectos estan mediados por 15-epi-lipoxina
A4 (15-epi-LXA4), eicosanoide producido por 5-lipooxigenasa (5-
LO), en presencia de estatinas. La 15-epi-LXA4 reduce la
inflamacidn cardiaca. Por tanto, en este estudio evaluamos la
habilidad de las estatinas para disminuir la expresién de moléculas
de adhesidn en suero y corazones murinos infectados con T. cruzi,
y el compromiso de 15-epi-LXA4 en estos efectos. Ratones Sv/129
WT y knockout para 5-LO infectados con T. cruzi se trataron con
benznidazol 100 mg/kg/dia, simvastatina 40 mg/kg/dia o 15-epi-
lipoxina A4 25 ug/kg/dia durante 20 dias, comenzando al dia 30
postinfeccién. En los tejidos cardiacos, recolectados al dia 80
postinfeccién, se determiné VCAM-1, ICAM-1, E-selectina por
inmunohistoquimica, y la carga parasitaria cardiaca por gPCR.
Tanto benzindazol como simvastatina disminuyeron las ECAMS
tanto tisulares como solubles, excepto en los ratones 5-LO-/-;
excepto cuando se administré 15-LXA4 exdégenamente. Por tanto,
15-epi-LXA4 disminuye la activacion endotelial inducida por
simvastatina en ratones crénicamente infectados con T. cruzi.
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46- STAT2 Y STAT3 GATILLADOS POR EL IFN-B MUESTRA
UN ROL ANTI-INFLAMATORIO EN EL FIBROBLASTO CARDIACO DE
RATA. Stat2 and Stat3 triggered by IFN-B shows an anti-
inflammatory role in rat cardiac fibroblast.

Bolivar, S.; Humeres, C.; Vivar, R.; Mufioz, C.; Pardo, V.; Anfossi, R.;
Osorio, J.M.; Olivares-Silva, F.; Diaz-Araya, G.A.

Laboratorio de Farmacologia Molecular, Departamento de
Quimica Farmacoldgica y Toxicoldgica. Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacéuticas, Universidad de Chile; Santiago, Chile.

Introduccion: El fibroblasto cardiaco (FC) es importante en la fase
inflamatoria del remodelado cardiaco. El IFN-B activa las proteinas
transductoras de sefial y activadoras de la transcripcién (Stats).
Varios aspectos de este proceso siguen sin ser aclarados, en
particular el papel de las Stats activadas por el IFN-B, en la
regulaciéon de la respuesta inflamatoria en el FC. Objetivo:
Determinar que el rol anti-inflamatorio de IFN-B es mediado por la
activacion de las proteinas Stat2 y Stat3. Materiales y Métodos:
Cultivo primario de FC adultos de rata en pasaje 2 fueron
mantenidos en medio libre de suero por 12 horas y estimulados
con IFN-B y LPS en presencia o ausencia de siRNA contra Statl,
Stat2 y Stat3. Los niveles de secrecién de citoquinas y
quimioquinas inflamatorias se detectaron por Luminex, la
expresion de proteinas ICAM-1 y VCAM-1 fueron determinadas
por wester blot y la adhesion de neutréfilos y PBMC a FC fue
evaluada por citometria de flujo y fluorimetria. Resultados: En el
FC el IFN-B reduce la expresion de TNF-a, MCP-1 e IP-10 inducidas
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por LPS, mediante la activacion de Stat3 y Stat2, y la presencia de
los siRNA contra Stat2 y Stat3 inhiben este efecto. Por otra parte,
el IFN-B aumenta la expresién de IL-10 y reduce los niveles de
expresion de IL-6, ICAM-1/VCAM-1, la adhesiéon de neutréfilos y
PMBC a FC inducida por LPS; estos efectos son dependientes
solamente de la activacion de Stat3, ya que la presencia del siRNA
contra Stat3 inhibié este efecto. Conclusién: Nuestros resultados
revelan que, frente a un estimulo pro-inflamatorio, la activacion
de Stat2 y Stat3 por el IFN-B inducen una respuesta anti-
inflamatoria en el FC.
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47- COMPARACION DE LA LIBERACION BASAL Y LA
INDUCIDA POR ESTIMULO MECANICO: EFECTO DE AE Y DIDS EN
LA SECRECION DE ATP Y SUS DERIVADOS. Comprision between
basal and mechanical stimuli induced release: Effect of EA and
DIDS in ATP and derivatives secretion.

Hernandez, F.; Donoso, F.; Donoso, M.V.; Huidobro-Toro, J.P.

Laboratorio de Farmacologia, Departamento de Biologia, Facultad
de Quimica y Biologia y Centro de Desarrollo de NanoCiencia y
Nanotecnologia, Universidad de Santiago de Chile.

Las células endoteliales estan en contacto directo con la sangre y
participan en la regulacién del tono vascular. En nuestro
laboratorio hemos descrito que estimulos mecdnicos liberan ATP
extracelular como mensajero auto y paracrino. Para examinar la
liberacion de este se utilizéd un estimulo mecanico en las células
endoteliales de mesenterio de rata en cultivo. Los nucleétidos se
separan mediante HPLC y se cuantifican por fluorescencia, se
normalizan por la cantidad de proteinas presentes en el pocillo
donde se realiza el estudio expresdndose en pmol ATP/mg
proteina. El estimulo mecanico aumentdé rapidamente la secrecion
de ATP al medio con un curso temporal definido (el valor basal fue
de 43+13 n=8), y el maximo se alcanzé a los 30 seg (207486, n=5) o
60 seg (192428, n=5) para decaer a los 180 seg a 111421 (n=5),
llegando a un valor cercano al basal a los 15 min. Para evaluar la
participacién vesicular en la de liberacién de ATP tanto basal como
estimulada, usamos azul de Evans (AE, 0,03-10 uM) y Acido 4,4'-
Diisotiocianostilbeno-2,2'-Disulfénico ~ (DIDS, 0,03-30 M),
compuestos que se postulan que inhiben el transportador
vesicular de nucleétidos (VNUT). 3-10 uM AE aument? la secrecidn
basal de ATP, siendo 5 veces el aumento con la dosis mas alta
(97421, n=15; v/s 539499, n=8). DIDS no modifica la liberacion
basal de ATP. La secrecién estimulada de ATP en presencia de AE
se reduce en 3 y 10 uM, en cambio DIDS no modifica la liberacién
de ATP por estimulo mecanico. Esto sugiere que la naturaleza de la
liberacion de ATP es diferente entre la basal y la estimulada,
siendo al parecer la estimulada dependiente de vesiculas sensibles
a AE.
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48- UNA DIETA RICA EN POTASIO REDUCE EL ALZA DE
DIMETILARGININA ASIMETRICA PLASM/\TICA, INDUCIDA POR
DIABETES EN RATAS. Rats fed a high potassium diet reduces
plasma diabetes-induced asymmetric dimethyl-arginine.

Donoso, M.V; Huidobro-Toro, J.P

Laboratorio de Farmacologia, Facultad de Quimica y Biologia,
Universidad de Santiago de Chile.

Las metilargininas son metabolitos producidos por arginina
metiltransferasas 1 y 2 (PRMT1 y PRMT2), enzimas que generan
tanto la forma asimétrica (ADMA) como la simétrica (SDMA) de la
dimetilarginina. Mientras ADMA es un inhibidor enddgeno de la
eNOS, SDMA inhibe el transportador de arginina. Al aumentar
ADMA se altera la funcién endotelial por disminucion de la sintesis
de NO, vasodilatador enddgeno. Dietas rica en potasio (K)
previenen/reducen la hipertensién y otras enfermedades
vasculares. Para estudiar el efecto de la K en los niveles
plasméticos de ADMA y SDMA, se suplementé por dos semanas
con K en ratas controles y diabéticos con 1 % de K en el alimento y
en el agua con 0.5% la primera semana y 1 % K la segunda semana.
Las dimetilargininas plasmaticas se caracterizaron luego de
separacion por HPLC y determinacion fluorométrica; estandar
interno se utilizé homoarginina. Los niveles plasmaticos de ADMA
(1.120.2 uM, n=9) no se modifican por K (0.980.5 uM, n=7); sin
embargo, ratas diabéticas por estreptozotocina el ADMA
circulante (2.410.8 pM, n=7) se reduce al suplementar con K
(0.410.28 uM, n=4, p<0.05 vs diabéticos sin K). En forma paralela
se determind niveles de SDMA. El valor plasmatico en animales
controles es de 0.22 +0.03 uM (n=9), valor que cambia a 1.3+0.6
UM, (n=7), p<0.05 en ratas tratadas con K. En ratas diabéticas, los
niveles plasmaticos de SDMA de 0.25t 0.05 pM (n=4), se
incrementan al suplementar con K 3.8 + 1.7 uM (n=4), p< 0.05. Se
concluye que en diabetes, la dieta alta en K reduce los niveles de
ADMA, en contraste con un aumento en los niveles de SDMA.
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49- APOLIPOPROTEINA A-1 PROMUEVE LA CAPACIDAD
ANGIOGENICA DE CELULAS PROGENITORAS ENDOTELIALES
HUMANAS, ViA SINTESIS DE OXIDO NiTRICO. Apolipoprotein A-|
improves the angiogenic capacity of human endothelial progenitor
cells through nitric oxide synthesis.

Parada,N.; Ledn, M.; Valdés, S.; Honorato, P.; Sdnchez, A.; Aguayo,
C.; Radojkovic C.

Departamento de Bioquimica Clinica e Inmunologia, Facultad de
Farmacia, Universidad de Concepcion.

Apolipoproteina A-I (apoA-I), en su forma libre de lipidos, aumenta
la sintesis de 6xido nitrico (NO), en células endoteliales humanas
maduras, mediante el receptor ecto-F1-ATPasa. En células
progenitoras endoteliales humanas (hEPC), péptidos miméticos de
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apoA-l favorecen la migracion, proliferacion y adhesion, via
sintesis de NO. Nuestro grupo demostré que apoA-l humana
promueve la proliferacién de las hEPC y la angiogénesis in vitro, a
través de ecto-F1-ATPasa. Objetivo: Establecer si apoA-I humana
aumenta la capacidad angiogénica de hEPC tempranas, via sintesis
de NO. Métodos: Las hEPC fueron aisladas desde sangre periférica
de donantes sanos, previo consentimiento informado. Luego de 7
dias de cultivo, se determind: 1) la angiogénisis in vitro por la
técnica Matrigel; 2) la actividad de la sintasa endotelial de 6xido
nitrico (eNOS), mediante la formacién de L-[3H]-citrulina; 3) la
biodisponibilidad de NO por fluorescencia, con la sonda DAF-FM-
DA. Resultados: La capacidad angiogénica de hEPC tempranas
aumentd significativamente en presencia de apoA-l 0,2 mg/mL
(area +55%; largo +38%, p<0,01). Este efecto se correlaciond con
una mayor actividad de la eNOS (+49%, p<0,01) y biodisponibilidad
de NO (+28%, p<0,001); este ultimo fue revertido totalmente con
L-NAME (0,1 mM), inhibidor de la eNOS. Conclusién: ApoA-|
aislada desde plasma humano aumenta la capacidad angiogénica
de hEPC tempranas, lo que dependeria de una mayor sintesis de
NO. Este efecto podria ser mediado por ecto-F1-ATPasa.
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50- ESTUDIO COMPUTACIONAL DE INTERACCIONES
POLIMERO-FARMACO EN NANOPARTICULAS POLIMERICAS.
Computational study of polymer-drug interactions in polymeric
nanoparticles.

Matus, M.F.*1; Palomo, I.1; Vilos, C.2

1Laboratorio de Hematologia e Inmunologia, Facultad de Ciencias
de la Salud, Universidad de Talca, Talca, Chile. 2Laboratory of
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Andrés Bello, Santiago, Chile.

El uso de nanoparticulas (NPs) poliméricas en sistemas de
liberacion de farmacos, ha tenido un alto impacto en medicina
moderna y se han generado estrategias innovadoras para distintas
enfermedades. El acido polilactico (PLA) es uno de los polimeros
mas utilizados en el desarrollo de este tipo de formulaciones, el
cual en combinacion con polimeros hidrofilicos como
polietilenglicol (PEG) permite que las nanoparticulas sean estables
en el entorno fisiolégico, manteniendo una alta biocompatibilidad
y baja citotoxicidad. La alta prevalencia de enfermedades
cardiovasculares (ECV) y las numerosas aplicaciones de
nanoparticulas PEGiladas, brindan una excelente oportunidad para
el desarrollo de nuevas propuestas terapéuticas para ECV. En este
trabajo, se utilizaron técnicas computacionales como Simulacién
de Dindmica Molecular y Blind Docking para comprender las
propiedades estructurales y fisicoquimicas que establecen la
asociacién de cilostazol y adenosina 5’-monofosfato (AMP), ambos
antiagregantes plaquetarios, con PLA-NPs vy caracterizar la
distribucién de los farmacos en su interior, para ser propuesto
como un nuevo nanosistema para ECV. Los resultados mostraron
que la estructura de cilostazol presenta una mayor afinidad al core
de PLA que AMP, lo cual se corresponde con los valores de logP.
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Una correlacién simple entre la energia de unién y la carga
terapéutica no es suficiente para categorizar los compuestos, sino
que se requiere un andlisis mas exhaustivo, considerando
interacciones fisicas y la orientacion de los compuestos en las
cavidades del core. La caracterizacion in silico de los complejos
polimero-farmaco proporciona un mejor entendimiento de los
factores que contribuyen a la formacién de las NPs y el
encapsulamiento de los compuestos en estos nanocarriers. Este
enfoque representa una estrategia innovadora para evaluar el
encapsulamiento de diversos farmacos antiplaquetarios dentro de
PLA-NPs.

Area de la Farmacologia: Farmacoquimica, Biotecnologia
Direccion de Correo: mmatusc@alumnos.utalca.cl
Agradecimientos: Financiado por CONICYT-PCHA/Doctorado
Nacional/2014-21140225. CV agradece el financiamiento de
FONDECYT Regular #116-1438. UNAB Regular, DI-695-15/R.

51- INTERACCION ANTINOCICEPTIVA DE TRAMADOL CON
GABAPENTINA EN DOLOR MONONEUROPATICO EXPERIMENTAL.
Antinociceptive interaction of tramadol with gabapentin in
experimental mononeuropathic pain.

Miranda, H.F.1,3; Noriega, V.1,2, Prieto, J.C.2,3, Zanetta, P.3,
Castillo, R.5, Aranda, N.3, Sierralta, F.3,4

1Facultad de Medicina, Universidad Andrés Bello. 2Hospital
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3Programa de Farmacologia, ICBM, Facultad de Medicina,
Universidad de Chile. 4Facultad de Odontologia, Universidad Finis
Terrae. 5Programa de Fisiopatologia, ICBM, Facultad de Medicina,
Universidad de Chile.

The neuropathic pain is the result of an injury to the nervous
system, and different animal models have been established to
meet the manifestations of the neuropathy. The pharmacotherapy
for neuropathic pain includes nortriptyline, desipramine,
amitriptyline, duloxetine, venlafaxine, oxycodone, pregabalin,
ketamine, tapentadol, gabapentin and tramadol, but these are
only partially effective when given alone. The aim of this study was
to assess the antinociceptive interaction between gabapentin and
tramadol using the isobolographic analysis and changes of the IL-
1B concentration in a mouse model of neuropathic pain (partial
sciatic nerve ligation or PSNL). The i.p. administration of
gabapentin (5 -100 mg/kg) or tramadol (12.5 - 100 mg/kg)
displayed a dose- dependent antinociception in the hot plate assay
of PSNL mice, and effects induced by the coadministration of
gabapentin with tramadol was synergistic. Administration of
gabapentin or tramadol reversed significantly the increase of
concentration of IL-1B induced by PSNL either 7 or 14 days and
their combination was significantly more potent in reverse the
elevated concentration of IL-1B. The synergism obtained by
coadministration of gabapentin and tramadol is proposed to result
from action on different mechanism in pain pathways. Gabapentin
or tramadol or their combination modulates the expression of pro-
inflammatory cytokine, IL-1B, in a model of mice PSNL which could
be due to an inhibition of glial function.
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52- EFECTO CRONICO DE RESVERATROL EN UN MODELO
DE DOLOR ONCOLOGICO OSEO EN RATONES. Chronic effect of
resveratrol in a chronic oncologic pain model in mice.

Lux, S.1, Flores, C.1, Lobos, N.1, Miranda, H.F.1, Hernandez, A.2,
Constandil, L.2

1Programa de Farmacologia Molecular y Clinica, ICBM, Facultad de
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El dolor por cancer es una causa importante de morbilidad en
pacientes con cancer metastasico. La terapia analgésica actual
para este tipo de dolor no esta exenta de efectos adversos. Por
este motivo es importante el estudio de nuevos farmacos con
efectividad similar y menos efectos adversos. Resveratrol es un
polifenol con efectos analgesicos que podria tener utilidad en este
tipo de dolor. En este estudio investigamos el efecto
antinociceptivo crénico de resveratrol administrado
intraperitoneal (ip) en un modelo de dolor oncoldgico dseo. El
modelo de cdncer oseo se generd por la inyecciéon de 15 uL de
células BJ3Z, en el fémur izquierdo de ratones Balb/c. Entre el dia
0 y 28 post inyeccion se determind el umbral mecdnico
nociceptivo con el test del filamento de Von Frey en la pata y la
funcionalidad con el test de marcha ambulatoria en un cilindro
giratorio. Evaluamos el efecto de resveratrol 30 mg/Kg, 100 mg/Kg
y 200 mg/Kg ip, Metadona 2,5 mg/Kg ip y/o sus vehiculos
inyectado una vez al dia entre el dia 14 y 20 sobre la conducta
nociceptiva. Resveratrol ip disminuyé significativamente la algesia
mecénica (35,84 + 0,36 gf/t-1, 41,21 + 1,10 gf/t-1, 42,16 + 1,46
gf/t-1 para 30, 100 y 200 mg/Kg respectivamente) respecto a su
vehiculo (24,14 + 0,41 gf/t-1) y a metadona (22,66 + 0,33 gf/t-1).
Resveratrol tambien disminuyo el dolor funcional (16,81 + 1,05,
13,62 + 2,73, 15 + 2,23, para 30, 100 y 200 mg/Kg
respectivamente) respecto a vehiculo (26,75 + 1,78) y metadona
(28,75 * 2,69). En resumen resveratrol tiene un efecto
antinociceptivo crénico en el modelo de dolor oncolégico dseo y
ademas es superior a metadona. Ademas el efecto de resveratrol
se prolonga mas alla del dia 21 quedando un efecto residual hasta
el dia 28.
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53- EFECTO AGUDO DE RESVERATROL EN UN MODELO DE
DOLOR ONCOLOGICO OSEO EN RATONES. Acute effect of
resveratrol in a chronic oncologic pain model in mice.
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El tratamiento analgésico del dolor por cancer presenta una
insuficiente efectividad y reacciones adversas, propiciando la
blsqueda de nuevos farmacos. Resveratrol es un polifenol que ha
mostrado efectos analgésicos, sin embargo nunca ha sido
evaluado en modelos de dolor oncoldgico éseo. En este estudio
investigamos el efecto antinociceptivo agudo de resveratrol
administrado via intratecal (it) e intraperitoneal (ip) en un modelo
de dolor oncolégico 6seo. El modelo de cancer oseo se generd por
la inyeccion de 15 ulL de células BJ3Z, en el fémur izquierdo de
ratones Balb/c. El dia 14 post inyeccion se determind el umbral
mecanico nociceptivo con el test del filamento de Von Frey en la
pata y la funcionalidad con el test de marcha ambulatoria en un
cilindro giratorio. Evaluamos el effecto de resveratrol 200 mg/Kg
ip, resveratrol 100 ug/5ul it y/o sus vehiculos sobre la conducta
nociceptiva durante 3 horas para los grupos ip y 1 hora para los
grupos it. Resveratrol ip disminuyd significativamente la algesia
mecdnica (6,12 + 0,09 gf/t-1) respecto a su vehiculo (4,35 + 0,03
gf/t-1), asi como el dolor funcional (-3,11 + 0,82 s vs. 0,37 + 0,37,
respectivamente). Resveratrol it produjo un aumento significativo
del umbral mecénico (2,37 + 0,11 gf/t-1) vs vehiculo (1,67 + 0,02
gf/t-1) y una disminucién del dolor funcional (-0,54 + 0,17 s vs.
0,55 + 0,15, respectivamete) Se evidencié ademas que el efecto it
es mas precoz que el efecto ip. En resumen resveratrol tiene un
efecto antinociceptivo agudo en el modelo de dolor oncolégico
6seo, siendo la it mas rapida que la ip, lo que sugiere que el efecto
de resveratrol es predominante a nivel del sistema nervioso
central.
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54- EL ANTIOXIDANTE N-ACETILCISTEINA PREVIENE LA
DISMINUCION DE RYR2 CORRELACIONADO CON LA ALTERACION
EN EL APRENDIZAJE Y MEMORIA ESPACIAL. The antioxidant N-
acetylcysteine prevents the RyR2 down-regulation correlated with
impaired spatial learning and memory.

More, J.1, Montecinos, L.1, Galusso, N.2, Valdes, J.1, Hidalgo,
C.1,3, Paula-Lima, A.C.1,4

1BNI, F. Medicine, Universidad de Chile; 2Dpt. Neurochemistry,
Stockholm University; 3CEMC and ICBM, F. Medicine, Universidad
de Chile; A4lInstitute for Research in Dental Sciences; F.
Odontologia, Universidad de Chile.

Introduction: Amyloid-beta peptide oligomers (ABOs), which are
likely causative agents of Alzheimer’s disease (AD), promote
oxidative stress in primary hippocampal neurons, deregulate Ca2+
signaling mediated by redox-sensitive Ryanodine Receptor
channels (RyR) and alter downstream Ca2+ dependent pathways,
including down-regulation of RyR type-2 (RyR2) expression. The
antioxidant N-acetyl-cysteine (NAC) prevents ABOs-induced
aberrant Ca2+ signal generation. In addition, ABOs reproduce
most AD pathological hallmarks when injected into rodent brains.
Here, using an “in vivo” rodent model of early AD we investigated
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the effects of NAC on learning and memory tasks and expression
of two RyR isoforms, RyR2 and RyR3. Methods: ABOs or saline
were injected bilaterally into the CA3 region of rat hippocampus.
To evaluate hippocampal dependent spatial learning, animals
were trained during 6 consecutive days in the Oasis Maze task,
which involves searching for the reward in 1 of 21 equidistant
wells on a circular arena provided with visual cues; in each session,
the position of the reward was modified. Sessions were video
recorded and analyzed using a Matlab routine. After 6 sessions, rat
brains were removed for RyR2/RyR3 protein determination by
western blot analysis. Results: Rats previously treated with NAC
(oral ingestion for 3 weeks) and subsequently injected with ABOs
exhibited improvement in learning and memory tasks, together
with an increase in RyR2 but not in RyR3 protein content.
Discussion: Based on these results, we suggest that the general
antioxidant NAC protects hippocampal function from the noxious
effects of ABOs, which include down-regulation of RyR2 channels
that play essential roles in synaptic plasticity and memory. Hence,
this antioxidant agent may represent a future approach to treat
early AD.
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55- EL ESTRES POTENCIADO FARMACOLOGICAMENTE
DURANTE LA LACTANCIA, ALTERA EL SISTEMA
ENDOCANABINOIDE HEPATICO EN EL RATON ADULTO.
ASOCIACION CON DESARROLLO DE RESISTENCIA A INSULINA.
Pharmacologically potentiated stress during lactation alters the
hepatic endocannabinoid system in adult mice: association with
development of insulin resistance.

Castillo, V.A.; Ponzano, P.; Pasmans, H.; Ronco, A.M.; Llanos, M.N.
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El Sistema Endocanabinoide (SEC), implicado en respuestas al
estrés, esta formado en parte por receptores canabinoides tipo 1
(RCB1), su agonista la anandamida (AEA) y la amido-hidrolasa de
acidos grasos (FAAH). Previamente, demostramos que el estrés
temprano genera alteraciones metabdlicas en el ratén adulto, con
participacién de RCB1. Dado que se requieren RCB1 hepaticos
para el desarrollo de resistencia a insulina (RI), evaluamos si
ratones estresados durante la lactancia con bloqueo simultdaneo
de RCB1, desarrollan Rl cuando adultos. Ademas, evaluamos la
expresion RCB1 y FAAH en higado, fosforilacion de
AktSer473/Treo308, y nitracion en tirosina (NO2-Tir) de
mediadores de sefializacidn de insulina. Ratones neonatos machos
se tratan (dias 1-10 de lactancia) via oral con AM-251 (1-3 ug/g
peso) y 1 h después con una inyeccion subcutanea de suero
fisioldgico en el lomo. Para este grupo principal AMST se disefian
controles apropiados. A los 150 dias de edad, se evalia la
expresion (qPCR) y abundancia proteica (Western Blot) de RCB1,
FAAH (adicionalmente su actividad), Akt total, Akt-pSer473, Akt-
pTreo308 y Akt-NO2-Tir (por inmunoprecipitacion). El grupo AMST
desarroll6 Rl y mayor contenido de RCB1 en higado en
comparacion a los controles, siendo la cantidad y actividad de
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FAAH significativamente menor. Se observé un desbalance en la
fosforilacion de AktSer473/Treo308, y mayor Akt-NO2-Tir en el
grupo AMST, no observandose nitracién en IR-beta ni IRS1/IRS2. El
estrés durante la lactancia junto con AM-251, altera el SEC
hepatico de ratones adultos, aumentando RCB1 y disminuyendo
cantidad y actividad de FAAH. Esto sugiere un mecanismo
concertado que conduce a hiperactividad de RCB1, asociado a un
desbalance en la fosforilacion de Akt-Ser473/Treo308 y una mayor
Akt-NO2-Tir, que conduce a RI hepatica y luego sistémica.
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56- OLIGOMEROS DEL PEPTIDO B-AMILOIDE INDUCEN
ALTERACIONES TEMPRANAS EN LA BIOGENESIS Y DINAMICA
MITOCONDRIAL EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER. B-amyloid
peptide induces early alterations on mitochondrial biogenesis and
dynamics in Alzheimer’s disease.

Panes, J.; Barra, K.; Celis, T.M.; Godoy, P.; Silva-Grecchi, T.;
Mennickent, D.; Fuentealba, J.
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La enfermedad de Alzheimer (EA) se caracteriza por pérdida de la
memoria, y del aprendizaje. El péptido beta-amiloide (AB) se ha
descrito como mediador clave de la EA, especialmente los
oligébmeros solubles del A (SO-AB, 50-70 kD), dada su capacidad
de formar poros en la membrana, inducir una sobrecarga de Ca2+
mitocondrial y una disfuncién mitocondrial. Sin embargo, se
desconocen los mecanismos que subyacen las alteraciones en la
regulacién de la funcién mitocondrial y que participarian de la
neurodegeneracion provocada por AB. Las posibles alteraciones
en la Biogénesis y en la Dindmica mitocondrial, son el objetivo
principal de estudio en este trabajo. Dentro de los principales
mediadores que participan en este proceso se encuentra la
desacetilasa Sirt-1, la cual modifica postraduccionalmente,
activando a PGC-la. Por otra parte, DRP1 y Mfnl son las
principales proteinas implicadas en el proceso de fisién/fusion
mitocondrial que regulan la dindmica. Asi, nos propusimos
estudiar si el péptido Ap es capaz de alterar, de forma temprana,
ambos procesos. Pudimos observar que los niveles de Sirtl (SO-AB
1hrs: 60,79%, AB 2hrs: 56,03, n=4) y PGC-1a (SO-AB 1hr:24,72%,
n=3) se reducen drasticamente luego de tratamientos agudos con
SO-AB. En paralelo Mfnl disminuye en presencia de SO-AB (2hrs:
41,84%, n=3), en tanto que DRP1 mostré un sustantivo
incremento frente al tratamiento con el péptido (SO-AB 1hr: 220%
, AB 2hr:198,38, n=5). Finalmente, el péptido promueve un
potente cambio en el fenotipo de la red mitocondrial, desde una
forma alargada y tubular (>1 um) hacia un fenotipo fragmentado
(<1 pm, n=3). En conclusion, nuestros resultados muestran que el
péptido B-amiloide altera tempranamente el proceso de
biogénesis, provocando un desbalance del equilibrio fisién/fusion,
que lleva a la red mitocondrial hacia un estado fragmentado.
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57- BLANCOS FARMACOLOGICOS EN EPITELIO Y SISTEMA
NERVIOSO ENTERICO DE COLON EN UN MODELO DE
MALNUTRICION PROTEICA. Pharmacological targets in colon
epithelium and enteric nervous system in a protein malnutrition
model.
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El eje intestino-cerebro mantiene una comunicacién reciproca y
altamente regulada entre todos sus componentes, siendo una
interaccion importante la que ocurre entre células epiteliales del
intestino y células nerviosas del sistema nervioso entérico. Se sabe
que la malnutricién proteica tiene como consecuencia un aumento
de la permeabilidad en intestino delgado, pero poco se conoce
sobre cémo esta dieta afecta al intestino grueso (colon), y si es
que la disrupcion de la barrera repercutirda en el fenotipo de
neuronas entéricas, al permitir el paso de moléculas exdgenas
hacia el plexo submucoso. Este trabajo tuvo como objetivo
esclarecer una relaciéon entre el aumento de permeabilidad de
colon de ratas alimentadas con una dieta baja en proteinas y los
cambios que ocurren en el cédigo neuroquimico de neuronas del
sistema nervioso entérico. En concordancia con resultados previos
obtenidos por nuestro grupo de investigacidn, se encontré que
una dieta baja en proteinas disminuye la resistencia eléctrica
transepitelial de colon en ratas juveniles sometidas a malnutricion
proteica. Ademas, en esta investigacion se observé acortamiento
del largo de las criptas del colon y disminucién en la expresién de
proteinas de unién estrecha Ocludina y ZO-1, mediante western
blot e inmunofluorescencia, respectivamente. Finalmente, se
evaluaron cambios en el cédigo neuroquimico en neuronas del
plexo submucoso de colon, particularmente del péptido intestinal
vasoactivo y neuropéptido Y, para los cuales se encontrdé co-
localizacién con un marcador de neuronas sensoriales. Estos
resultados permitirdn determinar nuevos blancos farmacolégicos
en patologias de permeabilidad intestinal aumentada, no solo a
nivel de barrera epitelial, sino también a nivel de neuronas del
sistema nervioso entérico.
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58- REGULACION DIFERENCIAL DE LA PROLIFERACION
CELULAR EN CELULAS DERIVADAS DE CANCER GASTRICO A
TRAVES DE LOS RECEPTORES PURINERGICOS P2Y2 Y P2X4.
Differential regulation of cell proliferation in Gastric Cancer cells
through the purinergic P2Y2 and P2X4 receptors.

Hevia, M.J.1,2; Castro, P.A.1; Bernal, G.1y Coddou, C.1,2
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Actualmente en Chile existen algunos tratamientos para el cancer
gastrico (CG), los que incluyen la extirpacién quirurgica del tumor
seguido de quimioterapia. En estudios recientes se han descrito
los efectos potenciales de drogas que afectan la sefializacion
mediada por receptores para factores de crecimiento. En este
contexto, la sefializacién purinérgica, mediada por ATP y otros
nucledtidos extracelulares, ha ganado interés debido a su
participacion en diversos procesos relacionados con el cancer. En
la linea celular AGS, derivada de CG, hemos observado la
expresion de los receptores purinérgicos P2Y2 y P2X4. Con el fin
de estudiar su rol se realizaron estudios de proliferacién con MTT
en la linea celular AGS exponiéndolas a agonistas y antagonistas
especificos. Los resultados de los de proliferacién mostraron
aumentos a concentraciones de 10-100 uM de ATP, pero a 300 uM
se evidencia una significativa inhibicién de la proliferacién celular.
Por otro lado 1-300 uM de UTP, un agonista selectivo de P2Y2,
aumentd la proliferacion de manera concentracién-dependiente.
La utilizacién del antagonista especifico para P2Y2, AR-C118925XX,
disminuyd significativamente la proliferacion basal, mientras que
el agonista especifico de P2Y2, MRS2365, aumento la proliferacién
de manera similar al UTP. En otros experimentos se agregd
ivermectina, un potenciador especifico de P2X4, se observo que a
concentraciones de 10 uM la proliferacion disminuye respecto al
control. Por otra parte, al utilizar los antagonistas de P2X4, BX430
y PPADS, se observé un aumento en la proliferacion basal. Estos
resultados nos permiten concluir que la estimulaciéon de estas
células con agonistas y antagonistas purinérgicos tiene efectos en
la proliferaciéon celular, lo que sugiere que la sefalizacién
purinérgica puede ser un blanco terapéutico para el tratamiento
del CG.
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59- EFECTOS DE MALNUTRICION JUVENIL SOBRE
NEURONAS SENSORIALES DE COLON Y MARCADORES DE
PERCEPCION DE DOLOR EN RATA. Effects of juvenile malnutrition
on colon sensory neurons and pain perception markers in the rat.
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Un o6ptimo funcionamiento intestinal consiste en que este
prevenga el paso de toxinas, alérgenos y patégenos desde el
contenido luminal. En diversas patologias de alta incidencia y
prevalencia existen alteraciones en la permeabilidad de este
organo. También se ha reportado que alteraciones en la dieta
pueden influir en el proceso fisioldgico de permeabilidad y con ello
en la disfuncion intestinal. Por otra parte cabe mencionar la
presencia de un repertorio neuro-quimico correspondiente al
sistema nervioso entérico (SNE), sistema propio del intestino, que
incluye marcadores de inflamacién y dolor, destacando al
neuromodulador Sustancia P (SP). SP es un péptido que al unirse a
su receptor neurokinina-1 (NK1R) actuan regulando la percepcién
de dolor. El objetivo de este trabajo fue evaluar los efectos de
alteraciones de la dieta sobre el cédigo neuro-quimico de SP en
colon de ratas en etapa juvenil, etapa critica de desarrollo
neuronal entérico. Mediante técnicas de inmunofluorescencia se
realizaron analisis morfoldgicos de neuronas sensoriales y se
evaluaron los cambios en el niUmero de neuronas positivas para
sustancia P en ratas sometidas a dieta control (CON) o baja en
proteinas (BP) por 40, 45 y 50 dias. Respecto a los grupos CON40,
45 y 50 no se encontraron cambios significativos en el nimero de
neuronas sensoriales, sensoriales positivas para SP y negativas,
todavia queda evaluar los cambios en dieta los cuales estdn
asociados a un aumento en permeabilidad intestinal y podrian
tener mayor participacion a nivel de SNE que el efecto de la edad.
Los efectos de los cambios en permeabilidad inducidos por
malnutricién sobre la neuroquimica del SNE podrian contribuir
para dilucidar mecanismos de patologias gastrointestinales o su
participacién como blanco farmacoldgico.
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60- EFECTO DE LA DISBIOSIS MATERNA SOBRE
CONDUCTAS ASOCIADAS AL TRASTORNO DE DEFICIT
ATENCIONAL E HIPERACTIVIDAD EN RATAS JUVENILES. Effect of
maternal dysbiosis on attention deficit and hyperactive disorder
like behaviours in young rats.

lllanes-Gonzalez, J.C.1, Barrera-Buguefio, C.1, Ponce-Guequén,
E.1, Diaz-Zepeda, C.1, Gotteland, M.2, Julio-Pieper, M.1, Bravo,
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El trastorno de déficit atencional e hiperactividad (TDAH) se
manifiesta como falta de atencién e impulsividad en nifios debido
a alteraciones en el sistema dopaminérgico afectando la
funcionalidad de la corteza prefrontal y el cuerpo estriado.
Ademas, la microbiota intestinal modula el comportamiento
animal, siendo importante para el desarrollo y funcionamiento del
sistema nervioso central (SNC), dando cuenta del eje intestino-
microbiota-cerebro. Por ejemplo, ratones axénicos mostraron
hiperactividad, elevados niveles de dopamina y baja expresién del
receptor DA1 en el cuerpo estriado apuntando la importancia de
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la microbiota en el SNC. El objetivo de este trabajo fue evaluar los
efectos de una disbiosis en etapas tempranas de la vida y su
impacto en la aparicién de conductas similares al TDAH en ratas
juveniles. Para esto se generd disbiosis materna administrando
oralmente un coctel de antibidticos de amplio espectro no
absorbibles a ratas hembras tres dias antes de parir hasta los 7
dias post-natal (P7), y se evalud la actividad motora, evaluacién de
riesgos y memoria en las crias machos al dia P35. El grupo con
disbiosis materna gané menos peso y presenté mayores niveles de
corticosterona plasmatica que el grupo control. En el campo
abierto el grupo experimental pasé menos tiempo en la zona
periférica del aparato, tuvo menor distancia recorrida y velocidad
media que los controles. En la prueba de reconocimiento de
objeto novedoso, el grupo experimental reconoce el objeto
novedoso, mientras que el grupo control no lo reconoce. Esto
sugiere que la adquisicion de bacterias intestinales maternas son
importantes para el desarrollo del SNC. Ademas, estos efectos son
observados en etapas juveniles, pero no se ajustan a los
parametros asociados al TDAH.
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61- EFECTO DE LA SEPARACION MATERNA EN EL EJE
INTESTINO-CEREBRO DE RATAS INFANTES. Effect of maternal
separation on the gut-brain axis of infant rats.

Escobar-Luna, J.1., Barrera-Buguefio, C.1, Eyzaguirre-Velasquez,
J.1, Gonzélez-Arancibia, C.1, Olavarria-Ramirez, L.1, Ponce-
Guequén, E.1, Gotteland, M.2, Julio-Pieper, M. 1, Bravo, J.A.1
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Universidad de Chile, Santiago, Chile.

La separacion materna (SM) en roedores es un modelo utilizado
para generar estrés en etapas tempranas de la vida. En este
modelo existen alteraciones en funciones del sistema nervioso
central (SNC) y también del sistema gastrointestinal, las cuales se
han identificado en animales adultos. Sin embargo, no existe
evidencia si estas alteraciones ocurren también en individuos mas
jovenes, por ejemplo durante la infancia. Nuestro objetivo fue
determinar si al dia post-natal 21 (p21) ratas macho Sprague-
Dawley que fueron separadas de sus madres 3h/dia entre p2 y
pl2, presentan alteraciones tanto a nivel de permeabilidad
intestinal como también a nivel de SNC. Para evaluar la
permeabilidad intestinal del grupo SM vs un grupo control sin
separar se determind el transito de una molécula de FITC-dextrano
4,4kDa (FD4) y la resistencia eléctrica transepitelial (TEER).
Ademds, se evalué la expresion hipocampal de mRNA 5HT1A
mediante hibridacién in-situ. No se observaron diferencias entre
ratas SM y controles en la permeabilidad del colon a FD4 ni
tampoco en la TEER. A nivel del hipocampo, tampoco se
observaron diferencias entre SM y controles en la expresion del
transcrito de S5HT1A. Estos datos sugieren que no es posible
detectar los efectos de la separacion materna sobre el eje cerebro-
intestino de ratas infantiles, cambios que si se observan en
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animales adultos. De esta forma, es posible sugerir que los
individuos a esta edad presentan mecanismos de resiliencia al
estrés, por lo que estudios posteriores que se realicen en edades
juveniles permitiran pesquisar el momento en que las alteraciones
descritas en animal adulto se manifiestan, con el fin de generar
terapias que prevengan algunas de las patologias psiquiatricas y
gastrointestinales.
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62- ACCION DE MARESINA 1, UN DERIVADO DE ACIDO
GRASOS OMEGA-3 Y SU ACCION FRENTE AL DANO HEPATICO EN
MODELO DE ISQUEMIA-REPERFUSION. Maresin 1, a derivative
from omega-3 fatty acids and its action against ischemia-
reperfusion liver damage.
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La isquemia-reperfusion (IR) es una causa importante de dafio
hepatico durante procedimientos quirdrgicos. La IR se
desencadena tras la privacion de oxigeno, seguida de la posterior
restauracion del flujo sanguineo y aporte de oxigeno al higado, en
condiciones tales como reseccion de tejidos, trasplante y trauma.
Dentro de los muchos factores involucrados durante la IR, el
nuclear factor erythroid-2-related factor 2 (Nrf2) juega un papel
clave en la induccién transcripcional de enzimas detoxificantes de
fase 1l y de antioxidantes enddgenos. Previamente se ha
demostrado el efecto hepatoprotector de los &acidos grasos
Omega-3, donde uno de sus derivados recientemente descubierto
Maresina-1 ~ (MaR1), posee acciones antiinflamatorias,
antioxidantes y regenerativas. El objetivo de este estudio fue
determinar la accién protectora de MaR1 frente al dafio hepatico
en un modelo de isquemia-reperfusion. Ratas Sprague-Dawley
fueron pretratadas 1 hora antes de la cirugia con MaR1 (70
ng/animal i.p) y sometidas a 1 hora de isquemia hepatica parcial,
seguido de 3 horas de reperfusién. Se evidencié un aumento
diferencial de los niveles de Nrf2 nuclear (western blot) respecto
al grupo sometido a IR (control dafio). En concordancia con lo
anterior se observé una normalizacidn de la arquitectura hepatica
y los niveles de transaminasas GOT y GPT, en el grupo pretratado
respecto al grupo IR, evidenciandose ademds un aumento en el
numero de células en divisién en el grupo pretratado con MaR1.
Se concluye que la accidn hepatoprotectora de MaR1 estaria
relacionada con su capacidad de activar rutas antioxidantes
mediadas por Nrf2, junto a su potencial capacidad regenerativa,
informacién que puede aportar a situaciones clinicas de IR, como
de dafio hepatico, tales como cirugias bajo exclusion vascular y
trasplante.
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63- AUTOMATED HIGH-THROUGHPUT PERMETHYLATION
FOR GLYCOSYLATION ANALYSIS USING MALDI-TOF-MS.
Automated High-Throughput Permethylation for Glycosylation
Analysis Using MALDI-TOF-MS.

Shubhakar, A.1,2; Spencer, D.I.R.1; Fernande, D.1; Wuhrer, M.3

lludger Ltd, Culham Science Centre, Abingdon, Oxfordshire
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For most therapeutic glycoproteins the glycosylation patterns
correlate strongly with the clinical safety and efficacy profiles. In
biological tissues these patterns can also correlate with the state
of health or disease of the individual. Given this, there is
increasing interest in accurately characterising changes in
glycosylation, for example in Quality by Design (QbD) studies
throughout biopharmaceutical development as well as in glycan
biomarker discovery for medical diagnostics. Changes in
glycosylation patterns can be complex and subtle and the numbers
of samples needed to be analysed can be large, ranging from
hundreds to thousands. To perform these studies, reliable systems
for High throughput (HT) glycomics are needed. However, despite
many advances in glycosylation analysis there are still problems
with current technologies, including high cost per sample, low
sample throughput, long turnaround times and high labour
intensity. This poster presents “LongBow” — a system developed
at Ludger for reliable HT glycomics. The “LongBow” system is
made up of flexible, modular technologies for semi-automated
processing of glycans from a variety of clinical and bio-therapeutic
samples and analysis by mass spectrometry (MS) and/or ultrahigh
performance liquid chromatography (UHPLC). The focus here will
be on permethylated N- and O-glycans analysed by matrix-assisted
laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry
(MALDI-TOF-MS). The topics covered here, include automated
sample preparation and clean-up, automated HT permethylation,
and relative quantitation of glycoprotein samples using MALDI-
TOF-MS and we conclude this automated HT method is
convenient, fast, and reliable.
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64- BIOCOMPATIBILIDAD DE MIOBLASTOS CON MATRICES
FORMULADAS A PARTIR DE EXCIPIENTES NO MAMIFEROS.
Myoblasts biocompatibility with scaffolds formulated with non-
mammalian excipients.

Weinstein-Oppenheimer, C.1, Brown, D.l.2, Orellana, N.1, Pino,
K.2, Sanchez, E.3, Acevedo, C.3,4
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La ingenieria de tejidos se sustenta en constructos en los que
coexisten células y un conjunto de excipientes. Estos ultimos
deben ser biocompatibles con las células que albergaran y ademas
recientemente ha surgido el interés por contar con alternativas
exentas de componentes mamiferos. El objetivo de este estudio
fue comparar una serie de 6 formulaciones de matrices
constituidas por combinaciones de agar o agarosa de origen
comercial utilizando diferentes agentes plastificantes como
glicerol y sorbitol en cuanto a su biocompatibilidad con células
C2C12 de mioblasto murino. Para alcanzar este objetivo se sembré
las matrices a densidades celulares de 1000, 2500 y 5000
células/cm2 y se evalud la viabilidad celular a las 24, 48 y 72 h
usando el método de resazurin, un método fluorométrico, que se
fundamenta en la actividad de las deshidrogenasas
mitocondriales. Las formulaciones que utilizaron glicerol como
agente plastificante exhibieron mejor desempefio. Por otra parte,
las formulaciones agar/glicerol o agarosa/glicerol permitieron
mejorar el tiempo de duplicacién celular con cargas celulares de
2500 y 5000 células/cmz. En general, en todos los sistemas se
observa que a las 72 h se produce una estabilizacién de las curvas
de crecimiento. En conclusién, la formulacion agar /glicerol es
biocompatible y mejora el tiempo de duplicacién a alta carga
celular con referencia a cultivo en monocapa. Esto permite contar
con un sistema que se proyecta como formulaciéon para
propagacidon y diferenciacion de miofibroblastos hacia tejido
muscular con fines alimentarios o terapéuticos.
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65- SINTESIS Y CARACTERIZACION DE NANOPARTICULAS
BIO-MIMETICAS DE ALBUMINA RECUBIERTAS CON MEMBRANAS
DE ERITROCITOS PARA LA LIBERACION DE ATP. Synthesis and
characterization of biomimetic albumin nanoparticles covered
with erythrocyte membranes for ATP delivery.
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Para funcionalizar la superficie de nanoparticulas (NPs) se usan
generalmente materiales sintéticos que no siempre logran mejorar
propiedades como la bio-compatibilidad y el tiempo de
circulacién. Proponemos el uso de membranas de eritrocitos
(MEs) como recubrimientos bio-miméticos para funcionalizar NPs.
Nuestro objetivo fue sintetizar y caracterizar NPs de circulacion
prolongada hechas con albumina y recubiertas con MEs,
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proyectando su uso con quimioterapeuticos que tienen receptores
de membrana como es el caso del ATP. Se sintetizaron NPs de
albumina (NPA) por el método de desolvatacién, determinando los
valores dptimos de pH (8-10), de concentracion de albdmina (10,
20 o 40 mg/ml) y de agente precipitante (2,33+0,04 ml). Las MEs
fueron obtenidas a partir de lisados de eritrocitos y usadas para
recubrir las NPA usando un extrusor. El tamafio fue analizado por
microscopia electrénica de transmision (NPA=91,9+4,3 nm y NPA-
MEs=98,31+5,1 nm), mientras que el tamafio hidrodinamico
(NPA=180,5+6,8 nm y NPAS-MEs=197,8+3,2 nm) y el potencial
zeta (NPA=+17,8%3,5 mV y NPA-MEs=-13,7+2,9 mV) fueron
determinados por dispersion dinamica de luz. El recubrimiento de
las NPAs con las MEs fue verificado por microscopia electronica y
confocal mediante la colocalizaciéon de fluoréforos hidrofébicos
(DIO para MEs) e hidrofilicos (Fluoresceina para NPA). La
capacidad de internalizacién fue analizada por microscopia
confocal usando cultivos de células Hela tratados con NPs tefiidas
con los fluoréforos mencionados. Observamos un menor nimero
de NPs recubiertas internalizadas comparadas con las NPAs. Los
resultados obtenidos demuestran que es posible obtener NPs a
partir de materiales altamente bio-compatibles y bio-degradables
y que los recubrimientos con MEs permiten regular el proceso de
internalizacidon para favorecer un mayor tiempo de circulacién.
Estas NPs serdn usadas para la liberacion de ATP.
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66- ASPIRINA LIBERADORA DE OXIDO NiTRICO INHIBE LA
FORMACION DE BIOFILMS DE CANDIDA ALBICANS DE MUCOSA
ORAL. ANALISIS POR MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO.
Nitric Oxide releasing aspirin inhibits formation of biofilms from
Candida albicans of oral mucosa. A Scanning Electron Microscopy
study.

Suarez, N.; Duarte, L.F.; 1, D.; Delgadillo, D.; Molina-Berrios, A.
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La capacidad de C. albicans de formar biofilms se asocia
fuertemente al desarrollo de estomatitis protésica y ademas actua
como mecanismo de resistencia a antifiingicos. La predominancia
de células filamentosas (hifas) en biofilms, esta relacionada con la
resistencia a farmacos debido a que estas células son cruciales
para la adhesién a la superficie, desarrollo y maduracion del
biofilm, sintesis de matriz extracelular, invasividad, entre otros
procesos. La aspirina posee efecto antibiofilm, lo que también se
ha descrito en los farmacos liberadores de 6xido nitrico (NO). En
este estudio se evalud el efecto antibiofilm de la aspirina
liberadora de Oxido nitrico (NCX-4040) sobre biofilms de C.
albicans obtenidas de pacientes con estomatitis protésica.
Metodologia: luego de la obtencién de un cultivo estandarizado de
C. albicans (0,5 McFarland), los biofilms fueron desarrollados en
placas de 96 pocillos a 37°C (RPMI 1640, SFB 10%) en ausencia y
presencia de los farmacos durante 24 y 48 horas. Los biofilms
fueron analizados a través de microscopia electrénica al cabo de
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24 horas (etapa de formacion) y 48 horas (biofilms maduros).
Resultados: Por otro lado, la incubacion de las células durante las
primeras 24 horas con NCX-4040 inhibe la formacién del biofilm
con una disminucién importante de células filamentosas. Este
efecto se mantuvo incluso 24 horas post-tratamiento en ausencia
del farmaco. NCX-4040 ademas fue capaz de potenciar el efecto
de fluconazol, el cual por si sélo no es capaz de afectar la
microarquitectura del biofilm. Conclusiéon: NO-ASA inhibe la
formacion de biofilms, efecto que se mantiene incluso 24 horas
después de remover el farmaco del medio. Ademds, es capaz de
potenciar el efecto de fluconazol.
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67- EFECTO DE KAEMPFEROL EN LA CAPACIDAD DE
MIGRACION Y FORMACION DE COLONIAS EN CELULAS DE
CARCINOMA ESPINOCELULAR DE LENGUA. Kaempferol's effect on
migration and colony formation ability on tongue squamous cell
carcinoma.
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El carcinoma espinocelular oral es una neoplasia maligna de
etiologia multifactorial con mal prondstico en estados avanzados y
gran capacidad de generar metdstasis principalmente a ganglios
linfaticos. Kaempferol es un polifenol que se encuentra en
variados frutos y sus propiedades se atribuyen a la capacidad de
inducir apoptosis e inhibir metdstasis. El objetivo de este trabajo
fue determinar la concentracion efectiva 50 (EC50) de kaempferol
en células de carcinoma espinocelular de lengua (CAL 27)
mediante la técnica de MTT. Determinar efecto de kaempferol en
capacidad de migracion de CAL 27 mediante el método de la
herida. Ademds, se determind el efecto de kaempferol en
capacidad de formar colonias de CAL 27 a través del ensayo
clonogénico y establecer la selectividad de kaempferol mediante
la comparacién de los EC50 establecidos por MTT entre el efecto
citotoxico en células tunorales y en queratinocitos orales. Se
obtuvo un EC50 para kaempferol de 143

células Cal 27. En el método de la herida se observa una inhibicién
en la migracion de las células tumorales al respecto del grupo
control. En el ensayo de las colonias no se observa una
disminucidén significativa a las concentraciones evaluadas. Los
resultados revelan un efecto similar a otros polifenoles descritos
en la literatura en otros tipos de cancer sobre la viabilidad de
CAL27. La inhibiciéon de la capacidad de migrar determinada
concuerda con estudios que muestran un efecto de inhibicion de
algunas metaloproteinasas de la matriz. En conclusion, se
requieren mas estudios para determinar un EC50 en otras lineas
celulares u realizar ensayos de combinaciéon que ayuden a
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sensibilizar las células al efecto de quimioterdpicos.
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68- LA PROGRAMACION NEONATAL DE NEURONAS
DOPAMINERGICAS CON HORMONAS SEXUALES REDUCE LA
PREFERENCIA DE LUGAR CONDICIONADO A ANFETAMINA EN
RATAS HEMBRAS ADULTAS. Programming of dopaminergic
neurons by sex hormones reduces amphetamine-induced
conditioned place preference in adult female rats.

Sanguinetti, N.; Martinez, J.; Cruz, G.; Andrés, M.E.; Renard, G.M.;
Sotomayor-Zarate, R.

Centro de Neurobiologia y Plasticidad Cerebral, Instituto de
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Introduction: The programming concept is defined as the
physiological redirection of an organ or tissue due to an early
insult during sensitive developmental periods. In this context, our
laboratory has shown that neonatal exposure to estradiol valerate
(EV) increases the amount of dopamine (DA) in brain circuits
associated with reward and locomotion in adult rats.
Unexpectedly, amphetamine-induced DA release (systemic and
intra-nucleus accumbens) is significantly lower in EV-treated
females than control female rats. The objective of this study was
evaluate the expression of conditioned place preference (CPP) to
amphetamine in adult male and female rats exposed to EV at
postnatal day (PND) 1.

Methods: Sprague-Dawley rats of both sexes were used. At PND1,
they received a single dose of EV (0.1 mg/50 pL s.c. in sesame oil)
or an equivalent volume of sesame oil (Control rats). At PND60,
both, EV-treated and control rats were randomly assigned for a
seven days CPP protocol. CPP protocol consisted of a pretest day,
five days of conditioning with a daily dose of amphetamine (1
mg/Kg i.p.), and a test day. Time spent in the compartment
associated with amphetamine is an index of the reinforcing value
of the drug. Results: Results show that EV-treated female rats did
not express CPP to amphetamine while control females, control
males, and EV-treated males showed a significant preference for
the amphetamine-associated compartment at the test day. In
other work of our lab (see poster Selva, M.) using the same
methods we observed a significant reduction of DAT mRNA
expression in SN and VTA of EV-treated female rats, that could
explain our behavioral and previous neurochemical results,

BM a las ©hdussopaihese results suggest that neonatal administration of

EV does not produce CPP behavior in adult female rats due to
reduced expression of the DAT (amphetamine molecular target) in
midbrain dopaminergic neurons.
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69- EFECTO DEL TRATAMIENTO CRONICO CON
ANFETAMINA SOBRE EL SISTEMA VASOPRESINERGICO Y
OXITOCINERGICO Y CONDUCTAS SOCIALES. Effect of
amphetamine chronic treatment on vasopressinergic and
oxitoinergic system and social behaviors.

Cid, V.1,3; Tapia, S.1; Cruz, G.2; Renard, G.M.1

1Laboratorio de Neurobiologia de Conductas Sociales y Adictivas,
CNPC, Instituto de Fisiologia, Facultad de Ciencias, Universidad de
Valparaiso. 2Llaboratorio de Alteraciones Reproductivas vy
Metabdlicas, CNPC, Instituto de Fisiologia, Facultad de Ciencias,
Universidad de Valparaiso. 3Programa Doctorado en Ciencias
mencién Neurociencias, Facultad de Ciencias, Universidad de
Valparaiso.

El tratamiento del trastorno por déficit atencional en nuestro pais
para nifios, nifias y adolescentes de bajos recursos es la
anfetamina. Se ha observado que la exposicidon crénica en ratas
jovenes causa efectos conductuales similares a la depresion,
reduce la sensibilidad a la recompensa por cocaina y afecta la
memoria de trabajo. Sin embargo, hay una falta de investigaciones
sobre los efectos a largo plazo de este farmaco. El objetivo de este
trabajo fue estudiar los efectos a largo plazo de un tratamiento
crénico con anfetamina en ratas preadolescentes sobre conductas
sociales. Se utilizaron ratas macho tratadas con anfetamina (1
mg/Kg i.p.) durante 15 dias desde el dia postnatal (DPN) 25. Al
DPN 60 se realizo el test de preferencia y memoria social. Luego se
microdisectd la amigdala y septum lateral (SL) y se realizé andlisis
por gPCR de los receptores de oxitocina (OXTR) y vasopresina
(V1aR). Los animales tratados con anfetamina mostraron una
disminucién en la preferencia social con respecto a los animales
control. No se observaron diferencias en la prueba de memoria
social. La expresiéon de OXTR y V1aR en amigdala y SL no
mostraron diferencias, pero en ambos se aprecia una tendencia al
aumento en las ratas tratadas. Nuestra investigacion da luces
sobre los efectos a largo plazo en algunos comportamientos como
ademads en la expresion de dos receptores especificos, los cuales
han sido ligados con conductas sociales como también en algunas
enfermedades. Mas alla de los efectos esperados del tratamiento
para el déficit atencional, también se deberia tener en cuenta las
implicancias a nivel social, ya que en la actualidad los estudios se
han enfocado en otros ambitos, pero no en interacciones sociales,
las cuales son fundamentales, sobre todo en etapas tempranas de
la vida.
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70- LA BROMACION EN C(5) DEL ALUCINOGENO 2,4-DMA
(2,4-DIMETOXIANFETAMINA) INDUCE EFECTOS ANSIOLITICOS EN
RATAS SPRAGUE DAWLEY. Bromination at C(5) of the
hallucinogen 2,4-DMA (2,4-dimethoxyamphetamine) induces
anxiolytic-like effects in Sprague Dawley rats.

Klagges-Troncoso, J.1,2; Vilches-Lagos, M.J.1,2; Albornoz-

Bustamante, J.1,2; Ramirez-Donoso, G.1,2; Avilés-Olmedo, G.1,2;
Burgos-Villaseca, J.1; Castro-Castillo, V.3; Morgan, C.4, Hernandez,
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1Laboratorio de Neurofarmacologia y Comportamiento, Facultad
de Ciencias Médicas, Universidad de Santiago de Chile. 2Escuela
de Medicina, Facultad de Ciencias Médicas, Universidad de
Santiago de Chile. 3Departamento de Quimica Organica vy
Fisicoquimica, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas,
Universidad de Chile. 4Unidad de Nutricion Humana, INTA,
Universidad de Chile. 5SlLaboratorio de Neurobiologia,
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Universidad de Santiago de Chile.

2,4-dimetoxianfetamina (2,4-DMA) es una fenilisopropilamina
psicotrépica que se considera un alucinégeno de baja potencia en
seres humanos y que posee un perfil farmacolégico complejo, el
cual incluiria efectos homologables al entactégeno MDMA (3,4-
metilendioximetanfetamina, “éxtasis”), los cuales son
controversiales debido a las diferencias estructurales entre ambos
compuestos y la carencia de datos experimentales que los
respalden. No obstante, el perfil conductual de 2,4-DMA en ratas
es atipico para un alucinégeno, no afectando los niveles basales de
ansiedad y estableciendo una similitud con estimulantes
estructuralmente relacionados. Esta caracteristica contrasta con
los efectos agudos a dosis bajas de otras anfetaminas
alucindgenas dimetoxiladas en C(2) y C(5) y halogenadas en C(4),
que poseen efectos ansioliticos. Lo anterior sugiere que la
trisustitucion y/o la presencia de un halégeno podrian ser
determinantes en la induccidn de estos efectos. En este trabajo, se
comparo los efectos agudos a diferentes dosis (5, 10 y 20 mg/kg)
en ratas Sprague Dawley macho (200-250 g) de 2,4-DMA, su
feniletilamina homdloga, el derivado correspondiente bromado en
C(5), su feniletilamina homdloga y una anfetamina dimetoxilada
en C(3) y C(4) y bromada en C(5) en el laberinto en cruz elevado
post administracion i.p. de dosis Unicas. Se observa que la
presencia del halégeno en C(5) induce un aumento del tiempo de
permanencia en los brazos abiertos, efecto que es consistente con
un perfil ansiolitico. Sin embargo, los efectos observados no se
adscriben a una relacién dosis-efecto estricta y se verifican a
diferentes dosis en todos los derivados estudiados. Los resultados
obtenidos indican que la bromacion en C(5) modifica las
propiedades farmacoldgicas de 2,4-DMA, generando derivados
que poseerian caracteristicas propias soélo de compuestos
alucinégenos.
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71- REPROGRAMACION NEONATAL CON ESTRADIOL
VALERATO INDUCE EL CONSUMO DE ETANOL EN RATAS
ADOLESCENTES SPRAGUE-DAWLEY. Neonatal reprogramming
with estradiol induces ethanol consumption in adolecent Sprague-
Dawley rats.

Rosas-Escobar, D.; Venegas, F.C.; Martinez, J.; Sotomayor-Zarate,
R.

Laboratorio de Neuroquimica y Neurofarmacologia, Centro de
Neurobiologia y Plasticidad Cerebral, Instituto de Fisiologia,
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Facultad de Ciencias, Universidad de Valparaiso.

La reprogramaciéon neonatal inducida por la administracién de
hormonas sexuales al dia postnatal (PND)-1 produce efectos a
largo plazo en érganos reproductivos y no reproductivos como el
cerebro. Recientemente nuestro laboratorio demostré que la
administracion neonatal de estradiol valerato (EV) y testosterona
propionato (TP) aumentan el contenido de Dopamina (DA) en
Sustancia Nigra y Area Tegmental Ventral, la inmunoreactividad
para tirosina hidroxilasa en ambas zonas cerebrales y un aumento
de la liberacién de DA inducida por estimulo depolarizante (K+ 110
mM) en Nucleo Accumbens. Sin embargo, la administracion
neonatal de Dihidrotestosterona (DHT), un andrégeno no
aromatizable, no produce los efectos observados con la
administracion neonatal de EV y TP. El objetivo de este trabajo fue
evaluar si la reprogramacién neonatal con EV (0,1 mg/50 uL s.c.),
TP (1 mg/50 uL s.c), DHT (1 mg/50 uL s.c.) o aceite de sésamo (50
uL s.c.) afecta el consumo voluntario de etanol usando el
paradigma de libre eleccion entre dos botellas con acceso
intermitente a etanol desde el PND-32 hasta PND-66. Los
resultados demuestran que la administracion neonatal de EV
(hembras: 6,6+0,2 g/Kg/dia; machos: 8,1+0,2 g/Kg/dia) y TP
(hembras: 4,5+0,4 g/Kg/dia; machos: 4,8+0,5 g/Kg/dia ) producen
un aumento significativo del consumo de etanol respecto a ratas
expuestas a DHT (hembras: 1,4+0,3 g/Kg/dia; machos: 1,1+0,2
g/Kg/dia) y aceite de sésamo (hembras: 1,2+0,1 g/Kg/dia; machos:
1,7+0,3 g/Kg/dia). Estos resultados sugieren que la exposicion
neonatal a hormonas sexuales con actividad estrogénica directa
(EV) o indirecta (TP, mediante su aromatizacion a estradiol)
favorece cambios celulares a largo plazo sobre neurotransmision
dopaminérgica que llevarian a un incremento del consumo de
etanol.
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72- CARACTERIZACION FARMACOLOGICA IN VIVO DE UNA
NUEVA SUSTANCIA PSICOACTIVA DERIVADA DE
METILTIOANFETAMINA. /n vivo pharmacological characterization
of a new psychoactive substance analogous to
methylthioamphetamine.

Guajardo, F.G.1; lturriaga-Vasquez, P.2; Reyes-Parada, R.3,4;
Sotomayor-Zarate, R.1

1Laboratorio de Neuroquimica y Neurofarmacologia, Centro de
Neurobiologia y Plasticidad Cerebral, Instituto de Fisiologia,
Facultad de Ciencias, Universidad de Valparaiso. Valparaiso, Chile.
2Departamento de Ciencias Quimicas y Recursos Naturales,
Facultad de Ingenieria y Ciencias, Universidad de la Frontera.
Temuco, Chile. 3Escuela de Medicina, Facultad de Ciencias
Médicas, Universidad de Santiago de Chile. Santiago, Chile.
4Facultad de Ciencias de la Salud, Universidad Auténoma de Chile.
Talca, Chile.

La sintesis de nuevas sustancias psicoactivas derivadas de

anfetamina podria generar nuevas herramientas farmacoldgicas
para tratar patologias como narcolepsia, obesidad, entre otras.
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Durante el ultimo tiempo nuestro grupo de investigacion ha
estudiado los efectos farmacoldgicos de nuevos derivados de p-
metiltioanfetamina (MTA), especificamente sobre circuitos
cerebrales dopaminérgicos. El objetivo de este trabajo fue
caracterizar un nuevo derivado de MTA denominado MT-But (p-
metiltiofenil-2-butanamina; 2.5, 5.0 y 10.0 mg/Kg i.p.) en ratas
Sprague-Dawley machos adultas, comparando su efecto con la
droga patrén MTA (2.5 y 5.0 mg/Kg i.p.) y con la administracion de
solucidn salina fisioldgica (1 mL/Kg i.p.). Se evalud la actividad
locomotora, la preferencia de lugar condicionado a la droga (CPP),
la liberacién de dopamina (DA) y el contenido de DA y su principal
metabolito (acido 3,4-dihidroxifenilacético [DOPAC]) en Nucleo
Accumbens (NAcc). Nuestros resultados demostraron que la
administracion de MTA produce un aumento significativo de la
actividad locomotora (P=0.0061), del grado de condicionamiento
(CPP) (P=0.0030) y de la liberacion de DA en NAcc (781.2072 +
168,49%). Por el contrario, la administracion de MT-But no
produjo cambios estadisticamente significativos en las mismas
pruebas experimentales. Por otro lado, MTA produjo un aumento
del contenido de DA y una disminucién del contenido de DOPAC
en NAcc, mientras que MT-But solo disminuyé el contenido de
DOPAC. Estos resultados nos demuestran que MT-But solo tendria
un potencial efecto inhibidor de la enzima monoaminooxidasa
(MAO) y no bloqueante del transportador de DA. Ademds, a nivel
de disefio de farmacos se pudo observar que las sustituciones alfa-
etilicas en la cadena alifatica de la estructura de MTA, suprimen la
actividad dopaminérgica que se observa en la droga patrén.
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73- EFECTOS DE LA REPROGRAMACION NEONATAL CON
HORMONAS SEXUALES SOBRE LA EXPRESION DE PROTEINAS
CLAVES PARA LA NEUROTRANSMISION DOPAMINERGICA EN
AREAS MESOLIMBICAS DE RATAS HEMBRAS ADULTAS. Effects of
neonatal reprogramming with sex hormones on the expression of
key proteins for dopaminergic neurotransmission in mesolimbic
areas of adult female rats.

Selva, M.1; Martinez, J.1; Bonansco, C.2; Sotomayor-Zarate, R.1

1Laboratorio de Neuroquimica y Neurofarmacologia, 2Laboratorio
de Neurofisiologia, Centro de Neurobiologia y Plasticidad Cerebral,
Instituto de Fisiologia, Facultad de Ciencias, Universidad de
Valparaiso.

La reprogramacién neonatal con hormonas sexuales produce
cambios funcionales a largo plazo en el cerebro. Se ha descrito que
la administracion de estradiol valerato (EV) al dia postnatal 1
(PND1) aumenta el contenido de dopamina (DA) en Sustancia
Nigra-Area Tegmental Ventral (SN-VTA) y Cuerpo Estriado (CE) de
ratas adultas, lo cual ha sido asociado al aumento de la
inmunoreactividad para tirosina hidroxilasa en SN-VTA. Sin
embargo, los efectos de la reprogramaciéon neonatal con
hormonas sexuales sobre otras proteinas claves para la
neurotransmisién dopaminérgica no han sido estudiados. En este
trabajo evaluamos el efecto de la administracién neonatal de EV
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(0.1 mg/50 uL), Testosterona Propionato (TP: 1 mg/50 ul) o
Dihidrotestosterona (DHT: 1 mg/50 ul) sobre la expresién de
receptores para DA-1 (D1), DA-2 (D2) y de su transportador (DAT)
en SN, VTA, CE y Nucleo Acumbens (NAcc) en ratas hembras
adultas. Nuestros resultados muestran una disminucién
significativa en los niveles del mRNA del D2 y DAT en SN y VTA
para ratas hembras EV, y solo en SN para ratas tratadas con TP.
Por otro lado, en SN y VTA de ratas tratadas con DHT se observd
un aumento significativo en los niveles del mRNA de D1 y DAT. El
CE mostré una disminucién significativa en la expresion de D1 en
ratas tratadas con EV y TP, mientras que D2 aumento en ratas
DHT. Estos resultados sugieren que la exposicidn neonatal a
hormonas sexuales modifica la expresién del mRNA de D1, D2 y
DAT, de manera diferencial en los principales nucleos del sistema
meso-limbico. Como etapa siguiente, nos proponemos evaluar las
implicancias funcionales de estos cambios en los niveles de
expresion de estas proteinas claves en la neurotransmision
dopaminérgica, a través de experimentos electrofisioldgicos.
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74- SOBREEXPRESION DEL  TRANSPORTADOR  DE
GLUTAMATO GLT-1: EFECTO SOBRE LA HOMEOSTASIS DE
GLUTAMATO Y EL CONSUMO DE ALCOHOL EN RATAS
BEBEDORAS UCHB. Overexpression of glutamate transporter GLT-
1: Effects on glutamate homeostasis and alcohol consumption in
alcohol-drinking UChB rats.

Salas-Hernandez, A.l; Rivera-Meza, M.1; Quintanilla, M.E.2;
Herrera-Marschitz, M.2

1lLaboratorio de Farmacologia Experimental, Departamento de
Quimica Farmacoldgica y Toxicoldgica, Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacéuticas. 2Programa de Farmacologia Molecular
y Clinica, ICBM, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

Se ha propuesto que el aumento del glutamato extracelular,
especificamente en nucleo accumbens (NAc), seria un factor
determinante en el desarrollo de tolerancia y dependencia al
alcohol. GLT-1 es un transportador de glutamato que se expresa
mayoritariamente en astrocitos y permite la recaptura del
glutamato extracelular. La evidencia experimental muestra que en
animales el consumo crénico de alcohol disminuye los niveles de
GLT-1 en el NAc, resultando en niveles elevados de glutamato
extracelular. Se encuentra ademds que la administracion sistémica
de farmacos que aumenta los niveles de GLT-1, disminuyen los
niveles de glutamato y el consumo de alcohol. En esta
investigacion se propone estudiar los efectos que generaria la
sobre-expresion del gen de GLT-1 en el NAc de ratas bebedoras
UChB en los niveles de glutamato extracelular y en el consumo
voluntario de alcohol. Para ello se generaran vectores lentivirales
codificantes para GLT-1 y se evaluara en cultivo de astrocitos su
capacidad de generar un transportador activo y de recapturar
glutamato. Luego, estos vectores seran administrados
estereotdxicamente en el NAc de ratas UChB y se determinard el
consumo de etanol, los niveles extracelulares de glutamato en el
NAc y la expresion del gen codificante para GLT-1 mediante RT-
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gPCR y Western blot. Los resultados de esta investigacion
permitiran comprender de mejor forma el rol de GLT-1 y de la
homeostasis de glutamato en el NAc en el desarrollo del
alcoholismo.
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75- ESTUDIO NEUROQUIMICO Y MOLECULAR EN UN
MODELO DE EPILEPSIA EN RATONES. Neurochemical and
Molecular Study in a Model of Epilepsy in Mice.

Noches, V., Rivera, C. y Andrés, M.E.
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Facultad de Ciencias Bioldgicas, Pontificia Universidad Catdlica de
Chile.

La epilepsia es un desorden neuroldgico, caracterizado por la
aparicion de ataques espontdneos recurrentes. La epilepsia del
I6bulo temporal es la mas frecuente y resistente al tratamiento
farmacoldgico e incluye crisis originadas en estructuras mesio-
basales, como hipocampo, amigdala y corteza entorrinal. De gran
interés ha sido el tratamiento con cannabinoides para este tipo de
epilepsias. El principal componente psicoactivo de la marihuana, el
delta-9-tetrahidrocannabinol (A9-THC) vy cannabidiol (CBD),
componente no psicotrépico tienen propiedades anti-
convulsivantes. En nuestro laboratorio se ha implementado un
modelo de epilepsia en ratones por la inyeccion de Pilocarpina, un
agonista del receptor muscarinico de acetilcolina, cuya
administracidon sistémica causa ataques epilépticos del lébulo
temporal. En nuestras condiciones experimentales de microdialisis
in vivo en hipocampo de ratones C57BL/6 se observa un
incremento en los niveles extracelulares de glutamato y GABA
post inyeccion de Pilocarpina. Por otro lado, ademds de nuestros
andlisis neuroquimicos, estamos indagando los mecanismos
epigenéticos/moleculares que se modifican durante el proceso de
epilepsia, centrandonos en la desmetilasa de lisinas 1
(LSD1/KDM1A), enzima que tiene la funcion de desmetilar
especificamente la lisina 4 de la histona H3 y que forma complejo
con el represor de genes no neuronales COREST. Hemos observado
que la actividad de LSD1 disminuye tras el tratamiento de
Pilocarpina. Nuestro objetivo es evaluar los efectos antiepilépticos
a nivel neuroquimico y molecular de WIN 55,212-2, un agonista de
los receptores CB.
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76- CONTENIDO DE NORADRENALINA OVARICA Y
EXPRESION DE LOS RECEPTORES BETA 2 Y BETA 3 ADRENERGICOS
EN LA DESCENDENCIA DE RATAS OBESAS. Ovarian norepinephrine
content and expression of beta 2 and beta 3 receptors in offspring
of obese mothers.

Ceballo, K.1; Alvarez, D.1; Olguin, S.1; Guajardo, F.G.2; Sotomayor-
Zarate, R.2; Cruz, G.1

1laboratorio de Alteraciones Reproductivas y Metabdlicas,
2laboratorio de Neuroquimica y Neurofarmacologia, CNPC,
Instituto de Fisiologia, Facultad de Ciencias, Universidad de
Valparaiso.

En Chile mdas de un 50% de las mujeres embarazadas presenta un
exceso de peso. Esta condicidon se asocia a un mayor riesgo de
desarrollar enfermedades reproductivas y metabdlicas en la etapa
adulta. El ovario posee una regulacidn nerviosa por fibras
simpdticas que son reguladas desde el nucleo paraventricular del
hipotdlamo. Una de las formas de activacién del sistema simpatico
a nivel central estd dada por la accién de la leptina a nivel del
hipotdlamo, razéon por la cual la hiperleptinemia podria
incrementar la actividad simpatica ovarica provocando
alteraciones al nivel reproductivo. Este estudio busca demostrar
una asociacién positiva entre los niveles de leptina y una potencial
activacion simpdtica en el ovario de ratas hijas de madres con
obesidad gestacional inducida por el consumo de una dieta alta en
grasa. Se utilizaron ratas de la cepa Sprague-Dawley, sometidas a
dieta control (13% de kcal en grasa) o alta en grasa (62% de kcal
en grasa) previo y durante la prefiez y lactancia. Se analizé en la
descendencia el contenido de noradrenalina (NA) por HPLC
acoplado a deteccion electroquimica, la expresion génica de los
receptores beta 2 y beta 3 adrenérgicos por qPCR y el nimero de
quistes en el ovario a los 60 dias de edad. Se determiné que las
crias de madres obesas presentaron un mayor contenido de NA en
el ovario, y una expresidn aumentada de los receptores beta 2
adrenérgicos en comparacidon con crias controles. Esto se
relacion6 con un aumento de los quistes foliculares y disminucion
de los cuerpos luteos. Concluimos que una hiperactivacion
simpdtica asociada a la obesidad puede conducir a una menor
ovulacién y la formacién de quistes ovaricos.
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77- ESTUDIO PILOTO QUE EXPLORA EL IMPACTO DEL
iNDICE DE MASA CORPORAL DE LA MADRE EN EL PERFIL
EXOSOMAL A TRAVES DE LA GESTACION. A pilot study exploring
the impact of maternal body mass index on the exosomal profile
across gestation.
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Diagnostics, University of

Aproximadamente un 52% de las mujeres presentan sobrepeso o
son obesas, de las cuales el 35% esta en edad reproductiva. La
obesidad favorece el inicio y desarrollo de varias complicaciones
en el embarazo, con consecuencias a corto y largo plazo sobre la
madre y el nifio. Durante el embarazo, la placenta libera exosomas
en la circulacion materna, sin embargo, se desconoce el efecto del
estado metabdlico de la madre en el perfil exosomal a través de la
gestacion. Muestras de plasma se obtuvieron de mujeres
embarazadas en diferentes momentos de la gestacion (10-38
semanas) desde el Centro Médico Bautista de Ochsner (Nueva
Orleans, EE.UU.) y se clasificaron de acuerdo al indice de masa
corporal (IMC) en normal, sobrepeso y obesidad. De determind el
numero total de vesiculas (exo) y exosomas especificos derivados
de la placenta (PDE) mediante el andlisis de nanoparticulas
(NanoSight) junto con el seguimiento de CD63 o PLAP. Por ultimo,
sélo particulas fluorescentes fueron rastreadas y se determind el
perfil exosomal. Resultados: EXO aumentd progresivamente a
través de la gestacion de 10 a 38 semanas, independiente del IMC
materno. Las pendientes del analisis de regresion fueron
significativamente diferentes (p <0,001) entre las mujeres obesas y
normales o con sobrepeso. Al final de la gestacion EXO fue
significativamente mayor en las mujeres obesas en comparacion a
normales y SP. Por dltimo, la contribucién de la PDE de la
poblacién total exosomal fue significativamente mayor en las
mujeres obesas entre 10-20 semanas en comparacién con
normales y SP. Conclusiones: El IMC materno cambidé el perfil
exosomal derivado de placenta a través de la gestacién. exosomas
placenta pueden contribuir al estado proinflamatorio asociado con
la obesidad.

Area de la Farmacologia: Farmacologia endocrina-reproductiva
Direccion de Correo: fzuniga@udec.cl
Agradecimientos: Proyecto Internacional de
P11220150053
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78- ESTUDIO FARMACOCINETICO EN CONEJOS DE UN
FARMACO ANTIPARASITARIO Y SU COMPLEJO DE INCLUSION
CON HIDROXIPROPIL-BETA-CICLODEXTRINA. Pharmacokinetic in
rabbits of a drug antiparasitic and its inclusion complex with
hydroxypropyl-beta-Cyclodextrin.

Villagra, J.A.; Villa, F.; Torres, P.; Castillo, E.V.; von Plessing, C.

Departamento de Farmacia, Facultad de Farmacia, Universidad de
Concepcion.

Se caracterizd la farmacocinética de un antiparasitario (AP)
utilizado ampliamente en medicina veterinaria y de un complejo
de inclusidn de este farmaco con Hidroxipropil-beta-ciclodextrina
(AP-CD) en conejos. Se determinaron los principales parametros
farmacocinéticos de ambas preparaciones y la biodisponibilidad
relativa del farmaco complejado frente al farmaco sin complejar.
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El comportamiento farmacocinético de AP y AP-CD fue estudiado a
partir de muestras de suero, luego de una administracion oral a un
grupo de 4 conejos cuyos pesos variaban entre 2,4 y 4,6 kg. El
estudio se disefié de manera de que cada conejo actuara como
sujeto experimental y como sujeto control a la vez,
administrandoles ambas formulaciones. Entre cada administracion
de farmaco, el periodo de blanqueo o washout fue de 3 semanas
en donde se dejo reposar a los conejos para eliminar todo rastro
de farmaco del organismo. Los resultados muestran una alta
variabilidad intra individual, que se ve reflejada en los perfiles
farmacocinéticos promedio obtenidos para ambas formulaciones.
La absorcion del farmaco es lenta, observandose que la
concentracién maxima (Cmax) se alcanza alrededor de las 24 horas
(tmax) luego de la administracion. En todos los perfiles
individuales de los conejos se observé que los parametros Cmax y
AUCTOTAL fueron superiores para la formulacion AP-CD (Cmax
promedio =19,13 ng/mL; AUC promedio =1849 ng*h/mL) respecto
a AP (Cmax promedio= 13,58 ng/mL; AUC promedio = 1121
ng*h/mL). Esto seria indicativo de un aumento de la solubilidad de
AP por accion de la complejacion con CD. Finalmente, la
biodisponibilidad relativa promedio para AP-CD fue de 1,63
respecto al farmaco sin complejar.
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79- FRAGMENTOS DE ANTICUERPOS DE CADENA SIMPLE
(SCFV) ACOPLADOS MEDIANTE DOMINIOS DE TRIMERIZACION,
UNA ALTERNATIVA AL USO DE ANTICUERPOS MONOCLONALES
TERAPEUTICOS. Single chain variable Fragments (scFv ) coupled by
trimerization domains , an alternative to Monoclonal Antibody
Therapy.

Zapata, L.; Mansilla, R.; Sdnchez, O.R.

Laboratorio de Biofdrmacos, Departamento de Farmacologia,
Universidad de Concepcion.

Actualmente los Anticuerpos Monoclonales constituyen una
importante herramienta para el tratamiento de patologias como
cancer, infecciones crénicas y enfermedades autoinmunes. Sin
embargo, a pesar de las mejoras a nivel productivo que han
experimentado las compafiias biofarmacéuticas durante los
ultimos afios, los tratamientos basados en Anticuerpos
Monoclonales contintian siendo excesivamente caros, impidiendo
el acceso de toda la poblacidn a estas nuevas terapias. Los altos
precios se explican por los costos de inversién y produccion
necesarios para la obtencion de anticuerpos monoclonales en
cultivos de células superiores, sistema que no puede ser
reemplazado por alternativas mas econdémicas como cultivos de
Bacterias o Levaduras, debido a las caracteristicas intrinsecas de
los Anticuerpos. En este trabajo se propone una alternativa a la
producciéon de anticuerpos monoclonales terapéuticos, la que
consiste en: La expresidn de fragmentos de anticuerpos de cadena
simple (scFv) acoplados mediante dominios de trimerizacion. Esto
permite obtener moléculas de similar peso y actividad que un
anticuerpo monoclonal, pero expresado en una plataforma mas
econdmica como Levaduras. Con el objetivo de obtener scFvs
acoplados a nuevos dominios de trimerizacion, se construyo el

Rev. Farmacol. Chile (2016) 9 (2)

vector de expresidon en levaduras Pichia Pastoris pPSHG20-tetra.
Este vector codifica para la expresion de un scFv anti VEGF
acoplado al dominio de trimerizacién de la tetranectina al que se
afiadié en su extremo N-Terminal una etiqueta de poli Histidina
para facilitar su Identificacion y posterior purificacidn.
Posteriormente se transformaron levaduras de la cepa MP-36 con
el pldsmido pPSHG20-tetra mediante electroporacién. Los clones
transformantes fueron seleccionados mediante auxotrofia y la
insercion del casete de expresidn se chequeo mediante Southern
Blot. La expresion de los scFv se indujo con 0.7% de metanol por 4
dias. Luego los scFv fueron purificados mediante cromatografia de
afinidad por iones metdlicos. Tanto la expresidon de las proteinas
como su capacidad para trimerizar fueron analizadas mediante
SDS-PAGE, Western Blot y densitometria, tanto en condiciones
reductoras como no reductoras. Como resultados de este trabajo
se logré expresar en altas concentraciones fragmentos scFv los
cuales se encontraban acoplados mediante el dominio de
trimerizacion de la tetranectina. La estimacién del peso molecular
de los scFv trimericos fue similar al de un mAb del isotipo IgG. Por
otra parte, se obtuvieron trimeros de los fragmentos scFv con alta
pureza (89%), los que mantuvieron intacta su estructura
trimétrica. Finalmente fue posible comprobar su actividad
bloqueadora, mediante ensayos in vitro Este trabajo confirma la
posibilidad de produccién y purificacion de scFv funcionales
acoplados a dominios de trimerizacidn, lo que permitiria obtener
scFv terapéuticos con caracteristicas farmacocinéticas similares a
un mAb pero por un menor costo de produccion.

Area de la Farmacologia: Farmacocinética
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80- EL RECEPTOR B1 DE CININAS INDUCE LA EXPRESION Y
SECRECION DE IL-10 Y M-CSF EN CELULAS DE CANCER DE MAMA
FAVORECIENDO LA MIGRACION DE MACROFAGOS
Stimulation of kinin B1 receptor in breast cancer cells increases IL-
10 and M-CSF secretion favoring macrophage migration.

Pavicic, M.F.1; Matus, C.E.2, Molina, L.1, Figueroa, C.D.1,
Ehrenfeld, P.1

1laboratorio de Patologia Celular, Instituto de Anatomia,
Histologia y Patologia, Facultad de Medicina, Universidad Austral
de Chile. 2 Departamento de Ciencias Basicas, Universidad de La
Frontera.

El microambiente tumoral en el cancer de mama, es complejo y
conformado por diferentes tipos celulares que interactian a
través de factores de crecimiento y citoquinas. Entre estas células
estan los macrofagos, los cuales en ambientes ricos en IL-10,
factor estimulador de colonia de monocitos (M-CSF) o IL-4 son
capaces de diferenciarse a un fenotipo conocido como M2. Un
péptido presente, en altos niveles plasmaticos en pacientes con
cancer de mama, es Lis-des[Arg9]bradicinina (LDBK), el cual ejerce
su efecto estimulando al receptor B1 de cininas (RB1). Estudios
previos demuestran que el RB1 controla la proliferacién e invasién
de las células de cdncer de mama. Sin embargo, su participacion
en la expresion y liberacién de citoquinas que favorezcan la
migracién y diferenciacion de macréfagos en el cancer de mama,
no ha sido evaluada aun. Por lo tanto, nuestro objetivo fue
determinar, si el RB1 induce la expresién y/o liberacién de IL-10 y
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M-CSF en células de cancer de mama. Para ello, se utilizaron dos
lineas celulares, tratadas a distintos tiempos y dosis con LDBK. Los
extractos proteicos y medios condicionados (MC) fueron
analizados mediante microarray y/o Western blotting,
observandose un aumento en la expresion y secrecién de IL-10 y
M-CSF. Ademas, se determind que la estimulacién de los
macréfagos con MC de células estimuladas con LDBK, induce un
aumento en la activacion de MAPK ERK1/2, via relacionada con la
actividad migratoria de estas células. Por tanto, la activacién de
RB1, en células de cédncer de mama induce la expresién y
liberacion de citoquinas como IL-10 y M-CSF las cuales via
activacion de MAPK ERK1/2 podrian favorecer la capacidad
migratoria de los macréfagos durante la progresion tumoral.

Area de la Farmacologia: Fisiologia, Farmacologia oncoldgica
Direccidn de Correo: francisca.pavicic@gmail.com
Agradecimientos: Proyecto DID S-2016-43, Direcciéon de
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81- PARTICIPACION DE LAS ViAS NITRIDERGIC Y
OPIOIDERGIC EN LA ANTINOCICEPCION DE GABAPENTINA EN EL
TEST OROFACIAL DE FORMALINA EN RATONES
Involvement of nitridergic and opioidergic pathways in the
antinociception of gabapentin in the orofacial formalin test in
mice.

Noriega, V.1, Miranda, H.F.1, Sierralta, F.4, Lux, S.3, Ciudad, N.3,
Zanetta, P.3, Prieto, J.C.2,3.

1Facultad de Medicina, Universidad Andrés Bello. 2Hospital
Clinico, Departamento Cardiovascular,Universidad de Chile,
3Programa de Farmacologia, ICBM,Facultad de Medicina,
Universidad de Chile, 4Facultad de Odontologia, Universidad Finis
Terrae, 5 Programa de Fisiopatologia, ICBM, Facultad de Medicina,
Universidad de Chile.

Pain is one of the most common problems in clinical medicine.
There is considerable evidence that pharmacologic approaches are
the most widely used therapeutic options to ameliorate persistent
or chronic pain. In this study it was evaluated the effect of -NAME
and naltrexone in the antinociception induced by administration
of gabapentin in the orofacial formalin test of mice. The
algesiometer assay was performed by the administration of 20 pl
of 2% formalin solution injected into the upper right lip of each
mouse. The dose of gabapentin that produces the 50% of the
maximum possible effect (ED50) was significantly increased by the
pretreatment with I-NAME or naltrexone. These results suggest
that gabapentin produce antinociception partly via the activation
nitridergic pathways and opioid system.
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INTRUCCIONES PARA LOS AUTORES

i) Tipos de Manuscritos:

(a) Investigaciones Originales (Full papers): Trabajos que reportan investigaciones originales realizadas con procedimientos experimentales
adecuados y segun las guias nacionales e internacionales para el uso de sujetos de experimentacion serdn revisados para eventual
publicacién en la revista (ver preparacion del manuscrito).

(b) Comunicaciones Cortas (Short Communications): Reportes cientificos originales cuyo tamafio debe ser de 1000 a 4000 palabras como
maximo de extension, incluyendo la leyenda de la figura (no se incluyen las referencias). Estos trabajos solo pueden incluir 1 figura y 1 tabla
de resultados. En situaciones especiales se consideraran 2 figuras o 2 tablas. No deben ser usadas mds de 15 referencias en el manuscrito

(c) Revisiones (Reviews): Revisiones sobre temas relevantes de la Farmacologia seran solicitados por el Editor en jefe o el comité editorial, a
través de invitacion escrita. Estas revisiones no requerirdn una exhaustiva revision editorial y serdn publicadas en volimenes tematicos de la
Revista de Farmacologia de Chile.

(d) Columnas de Opinidn u otras Publicaciones: Columnas de opinidn sobre temas de contingencia nacional que involucren politicas publicas
de medicamentos, correcto uso de medicamentos por parte de la poblacién o la aparicién y/o retirada de medicamentos en el mercado
nacional, serdn solicitadas por el Editor en jefe o el comité editorial, a través de invitacion escrita.

i) Detalles para el envio de Manuscritos:
El envio de manuscritos a la Revista de Farmacologia de Chile para revision (Full papers, Short Communications o Reviews) o solicitudes de
columnas de opinidn deben ser enviados a los siguientes correos electronicos (ramon.sotomayor@uv.cl cc: pablo.jara@uv.cl cc
georgina.renard@uv.cl). Se solicita colocar en el asunto del correo electrdnico la siguiente frase: Manuscrito para Rev.Farmacol.Chile

iii) Preparacién del Manuscrito:

* Se recomienda el uso del programa para procesar texto Word de Microsoft Office. Cuando guarde el manuscrito que ha elaborado se
solicita que la opcidn de guardado sea: Guardar como: “Documento de Word 97-2003".
El manuscrito debe ser escrito en formato “Times New Roman” tamafio 12, doble espacio y a una columna. Las paginas del manuscrito
deben ser enumeradas en el borde inferior derecho con nimeros arabigos.
Cualquier figura inserta en el manuscrito debe ser en formato TIFF, JPEG o BMP de alta resolucién (600 dpi) y en caso de usar tablas se debe
usar la opcion insertar tablas de Word. No se recomiendan tablas hechas con la opcidn de insertar lineas.
Fotografias y graficos a color son aceptadas para la version digital, sin embargo en la versidon impresa de la revista se utilizara la impresion
en escala de grises. Ademas se recomienda verificar la calidad de la figura reduciéndola al tamafio de 1 columna de ancho, es decir 8 cm.
La Revista de Farmacologia de Chile acepta trabajos en espafiol, sin embargo previa autorizacién del comité editorial se podran revisar
trabajos en inglés o portugués.

*

*

*

iv) Estructura del Articulo:
iv.1) Investigaciones Originales y Comunicaciones Cortas:
Cada una de las secciones del manuscrito debe ser enumerada con nimeros ardbigos y cada subdivision con la nomenclatura (X.1). No se
considera en la enumeracién el resumen (abstract).

Primera pdgina:

e Titulo: El titulo del trabajo debe ser conciso e informativo. No se recomiendan abreviaciones de palabras en el titulo. Se debe incluir el
titulo del trabajo en inglés.

Nombre de los autores y Filiacion: Se solicita indicar el nombre de cada autor y su apellido. Se acepta incluir la inicial del segundo nombre,
aunque no es obligatorio. Al término de cada apellido se solicita colocar un niumero ardbigo en superindice que relacionard al autor con su
respectiva filiacion.

Autor Correspondiente: Se debe indicar claramente al autor correspondiente del trabajo, incluyendo: Nombre, Direccidén Postal, Teléfono,
Fax y Correo Electrénico.

Segunda pdgina:

e Resumen (Abstract): La extension maxima del resumen es de 300 palabras y debe describir claramente el propdsito de la investigacion,
los principales resultados y principal conclusidn del trabajo. El resumen debe ser escrito en espafiol e inglés.

e Palabras Claves: Se deben incluir palabras claves que permitan identificar los aspectos mas importantes del trabajo. No incluir mas de 10
palabras claves. Las palabras claves deben ser escritas en espafiol e inglés.

Tercera y mds pdginas:

e Introduccidn: La introduccién al tema a discutir en el trabajo no debe tener una extensién superior a las 750 palabras.

e Materiales y Métodos: Se debe detallar claramente todos los materiales y metodologias utilizadas en el desarrollo del trabajo. Ademas se
debe explicitar en consentimiento bioético de la institucién donde fue realizada la investigacidn. Los trabajos realizados en humanos
deben incluir el apego experimental a la Declaracién de Helsinki de la Asociacion Medica Mundial, considerando consentimiendo
informado y aprobacién de comité de ética.

e Resultados: Se debe incluir en detalle los principales resultados obtenidos, con sus respectivos andlisis estadisticos. No se aceptaran
trabajos para publicar que no tengan un adecuado tratamiento estadistico. La expresidn grafica de resultados puede ser realizada a través
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de gréficos de 1 columna de ancho (8 cm) o agrupaciones de graficos con un ancho maximo de dos columnas (16 cm). También se pueden
incluir tablas que detallen resultados relevantes para el trabajo, incluyendo nimero de casos y valor de la significancia p.

Discusion de los Resultados: La discusion de resultados debe ser objetiva y se debe evitar una excesiva discusion bibliografica que reste
valor a los resultados presentados en el manuscrito. Es recomendado una conclusion final que indique las proyecciones de la
investigacion.

e Agradecimientos: Se pueden incluir las fuentes de financiamiento que permitieron el desarrollo del trabajo, indicando claramente a que
autor corresponde la fuente de financiamiento. También se pueden incluir agradecimientos a personas que prestaron ayuda técnica o de
revision del manuscrito. En esta seccidn se debe declarar si existié conflicto de interés. En caso de no haber conflicto de interés se debe
mencionar esta situacion. Se recomienda consultar la siguiente direccién URL http://zl.elsevier.es/es/revista/neurologia-295/conflicto-
intereses-publicaciones-cientificas-90101004-editorial-2012 para aclarar en concepto y situaciones de conflicto de interés.

Referencias: En el texto se deben citar las referencias con el apellido del primer autor, sus iniciales y el afio de la publicacién. En la seccién
de referencias se deben ordenar las mismas por orden alfabético. Se recomienda utilizar algun programa de manejo de referencias como
EndNote con el formato de referencias de Journal of Neurochemistry.

Ejemplos:
Semenova M. M., Maki-Hokkonen A. M., Cao J., Komarovski V., Forsberg K. M., Koistinaho M., Coffey E. T. and Courtney M. J. (2007) Rho
mediates calcium-dependent activation of p38alpha and subsequent excitotoxic cell death. Nat. Neurosci. 10, 436-443.

La abreviacion de los titulos de las revistas debe de acuerdo a el listado de revistas indexadas en Index Medicus (Superintendent of
Documents, US Government Printing Office, Washington, DC 20402, USA, DHEW Publication No. 95-267). Ejemplo: Acta Neurol. Scand.
Acta Physiol. Scand. Anal. Biochem. Arch. Biochem. Biophys. Biochem. J. Biochem. Pharmacol. Biochim. Biophys. Acta Biol. Chem. Hoppe
Seyler Br. J. Pharmacol. Eur. J. Pharmacol. Experientia J. Biol. Chem. J. Cell Biol. J. Mol. Biol. J. Pharmacol. Exp. Ther. J. Physiol. (Lond.) Mol.
Pharmacol. Nature Proc. Natl Acad. Sci. USA Proc. Soc. Exp. Biol. Med. Science

iv.2) Revisiones:
Las revisiones de unidades temdticas serdn solicitadas por el editor en jefe o por el co-editor, sin embargo para aquellas unidades
tematicas especificas oficiara como co-editor algiin miembro del comité editorial que sea especialista en el tema

Primera pdgina:

e Titulo: El titulo del trabajo debe ser conciso e informativo. No se recomiendan abreviaciones de palabras en el titulo. Se debe incluir el
titulo del trabajo en inglés.

Nombre de los autores y Filiacion: Se solicita indicar el nombre de cada autor y su apellido. Se acepta incluir la inicial del segundo nombre,
aunque no es obligatorio. Al término de cada apellido se solicita colocar un niumero ardbigo en superindice que relacionard al autor con su
respectiva filiacién.

Autor Correspondiente: Se debe indicar claramente al autor correspondiente del trabajo, incluyendo: Nombre, Direccidn Postal, Teléfono,
Fax y Correo Electronico.

Segunda pdgina:

e Resumen (Abstract): La extension maxima del resumen es de 300 palabras y debe describir claramente el propésito de la investigacion,
los principales resultados y principal conclusién del trabajo.

o Palabras Claves: Se deben incluir palabras claves que permitan identificar los aspectos mas importantes del trabajo. No incluir mas de 10
palabras claves.

Tercera y mds pdginas:

e Introduccidn: La introduccidn al tema a discutir en el trabajo no debe tener una extensidn superior a las 750 palabras.

e Temas a Desarrollar: Por cada tema que se pretenda desarrollar se debe entregar una vision objetiva que destaque los avances mas
importantes en la investigacion cientifica. Se pueden desarrollar subtemas, destacando claramente a que unidad temdtica corresponde.
Se recomienda si se revisa algun procedimiento experimental mencionar las ventajas y desventajas de su aplicacién. Es recomendado una
conclusién final que integre la informacion entregada en la revision.

e Agradecimientos: Se pueden incluir las fuentes de financiamiento que permitieron el desarrollo del trabajo, indicando claramente a que

autor corresponde la fuente de financiamiento. También se pueden incluir agradecimientos a personas que prestaron ayuda técnica o de

revision del manuscrito. En esta seccidn se debe declarar si existié conflicto de interés. En caso de no haber conflicto de interés se debe
mencionar esta situacién. Se recomienda consultar la siguiente direccién URL http://zl.elsevier.es/es/revista/neurologia-295/conflicto-
intereses-publicaciones-cientificas-90101004-editorial-2012 para aclarar en concepto y situaciones de conflicto de interés.

Referencias: En el texto se deben citar las referencias con el apellido del primer autor, sus iniciales y el afio de la publicacién. En la seccion

de referencias se deben ordenar las mismas por orden alfabético. Se recomienda utilizar algin programa de manejo de referencias como

EndNote con el formato de referencias de Journal of Neurochemistry.

Ejemplos:

Semenova M. M., Maki-Hokkonen A. M., Cao J., Komarovski V., Forsberg K. M., Koistinaho M., Coffey E. T. and Courtney M. J. (2007) Rho

mediates calcium-dependent activation of p38alpha and subsequent excitotoxic cell death. Nat. Neurosci. 10, 436-443.
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La abreviacion de los titulos de las revistas debe de acuerdo a el listado de revistas indexadas en Index Medicus (Superintendent of
Documents, US Government Printing Office, Washington, DC 20402, USA, DHEW Publication No. 95-267). Ejemplo: Acta Neurol. Scand.
Acta Physiol. Scand. Anal. Biochem. Arch. Biochem. Biophys. Biochem. J. Biochem. Pharmacol. Biochim. Biophys. Acta Biol. Chem. Hoppe
Seyler Br. J. Pharmacol. Eur. J. Pharmacol. Experientia J. Biol. Chem. J. Cell Biol. J. Mol. Biol. J. Pharmacol. Exp. Ther. J. Physiol. (Lond.) Mol.
Pharmacol. Nature Proc. Natl Acad. Sci. USA Proc. Soc. Exp. Biol. Med. Science

Leyendas para las Figuras

Los titulos y leyendas de las Figuras deben presentarse en forma clara y corta. Se debe identificar y explicar todo simbolo, como flecha, nimero
o letra que haya empleado para sefialar alguna parte de las ilustraciones. En la reproduccidon de preparaciones microscopicas, explicite la
ampliacion y los métodos de tincién empleados.

Unidades de Medida y Nomenclaturas.

Use unidades correspondientes al sistema métrico decimal. Las abreviaturas deben ser definidas la primera vez que aparecen en el texto. El
listado de abreviaturas debe ser de acuerdo a la siguiente publicacién Biochem. J. (1978) 169, 1-27. Al finalizar este instructivo se mencionan las
abreviaturas que no deberian ser definidas (el listado esta en idioma inglés).

La nomenclatura que se refiere a drogas y sustancias quimicas no terapéuticas deben nombrarse de acuerdo a la nomenclatura IUPAC
(International Union of Pure and Applied Chemistry). Mientras que para farmacos solo se acepta el nombre genérico INN (DCI). Respecto a los
nombres de fantasia solo pueden ser nombrados entre paréntesis con el signo ® siempre que esté registrada la patente y que no exista un
conflicto de interés evidente con el laboratorio fabricante del farmaco.

Publicacion de Articulos:

. Los articulos originales de investigacion o de revision serdn evaluados por un comité especializado. Sin embargo para aquellos trabajos de
revision agrupados por unidades tematicas especificas, el editor en jefe de la revista y el co-editor del numero, antes de aceptar los
manuscritos revisaran que se cumplan a cabalidad las instrucciones antes detalladas.

. Los articulos originales de investigacion que no se agrupen en unidades tematicas especificas y que sean aceptados para publicacién,
serdn publicados en el volumen y niumero del congreso anual de la Sociedad de Farmacologia de Chile. La fecha aproximada de
publicacién serd comunicada a los autores con suficiente antelacion.

. Respecto a la revisién de articulos originales los revisores enviaran al Editor en Jefe, los cambios propuestos, sus opiniones, sus
proposiciones, rechazos, etcétera, las cuales seran comunicadas a los autores con absoluta confidencia.
. Las publicaciones de articulos originales tendran un costo de UF 0,3 por pagina que serviran para la manutencidn de la Revista.

Abreviaciones Permitidas sin necesidad de definicion en el texto:

ADP, CDP, GDP, IDP, UDP, 5(pyro)-diphosphates of adenosine, cytidine, guanosine, inosine, and uridine AMP, etc.-5-phosphates of adenosine,
etc. ANOVA, analysis of variance ATP, etc.-5"(pyro)-triphosphates of adenosine, etc. ATPase, adenosine triphosphatase bp, base pair Ci, curie
CoA and acyl-CoA-coenzyme A and its acyl derivatives (e.g., acetyl-CoA) cpm, counts per minute CNS, central nervous systemCSF, cerebrospinal
fluid Cyclic AMP, 3,5-cyclic adenosine monophosphate Cyclic GMP-3,5-cyclic guanosine monophosphate DNA, deoxyribonucleic acid DNase,
deoxyribonuclease DOPA, 3,4-dihydroxyphenylalanine dpm, dps-disintegrations per minute, disintegrations per second EDTA, ethylene-
diaminetetraacetate EEG, electroencephalogramtGTA, ethyleneglycol bis(aminoethylether)tetraacetate ELISA, enzyme-linked immunosorbent
assay FAD, FADH2, flavin-adenine dinucleotide and its reduced form FMN, flavin mononucleotide g, average gravity GABA, gamma-aminobutyric
acid (not Gaba) GLC, gas-liquid chromatography GSSG, GSH, glutathione, oxidized and reduced forms h, hour HEPES, N-2-
hydroxyethylpiperazine-N-2-ethanesulfonic acid HPLC, high performance liquid chromatography Ig, immunoglobulin IR, infrared kb, kilobase
kDa, kilodalton im, micron min, minute MPP+, 1-methyl-4-phenylpyridinium MPTP, 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine NAD+, NADH-
oxidized and reduced forms of nicotin-amide-adenine dinucleotide NADP+, NADPH-oxidized and reduced forms of nicotin-amide-adenine
dinucleotide phosphate NAD, NADP may be used when the oxidation state need not be indicated NMDA, N-methyl-D-aspartate NMN,
nicotinamide mononucleotide NMR, nuclear magnetic resonance PCR, polymerase chain reaction Pi, orthophosphate (inorganic) PNS, peripheral
nervous system PPi, pyrophosphate (inorganic) rpm, revolutions per minute RNA, ribonucleic acid RNase, ribonuclease RT, reverse transcription
s, second SEM, standard error of mean SD, standard deviation TLC, thin-layer chromatography Tris, 2-amino-2-hydroxymethylpropane-1,3-diol
UV, ultraviolet
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