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Resumen

La glandula mamaria bovina es altamente
susceptible a nuevas infecciones intrama-
marias (IIM) durante el periodo de involu-
cion; estando el control clasico de estas IIM
basado en el uso de antibiéticos intramama-
rios. En la actualidad y como alternativa al
uso de estos compuestos que causan efec-
tos perjudiciales tanto para la salud como
para la industria lactea, se estudian sus-
tancias inmunoestimulantes o modificado-
res de la respuesta biolégica (MRB), agen-
tes que modifican la respuesta inmune del
huésped frente a organismos patdgenos.

El objetivo del presente trabajo consis-
ti6 en describir los efectos inmunomodu-
latorios de una infusiéon intramamaria de
un extracto de Panax ginseng (EPg) como
MRB analizando parametros de la inmuni-
dad innata en glandula mamaria bovina al
secado. Para ello, se utilizaron 6 vacas no
prefiadas al final de la lactancia. Ocho cuar-

tos mamarios (unidad experimental) fueron
inoculados con 10 ml de EPg (3 mg/ml), 8
con 10 ml de placebo (vehiculo solo) y 8 se
mantuvieron libres de inoculaciéon (contro-
les). El orderie fue interrumpido luego de las
inoculaciones.

La proliferacion celular, expresion de cito-
quinas (TNF-a, IL-1a, IL-6) y cuantificacion
de monocitos-macréfagos en los distintos
cuartos mamarios inoculados fueron eva-
luadas mediante Inmunohistoquimica (IHQ).
Por otra parte, muestras de leche fueron
colectadas de manera aséptica a distintos
tiempos post-inoculaciéon (Pl) para la detec-
cién de ARNm de citoquinas mediante téc-
nicas de RT-PCR y western blot.

No se encontraron diferencias significati-
vas en los porcentajes de proliferacion de
células epiteliales y estromales mamarias
entre los tres grupos evaluados. El area
inmunomarcada para TNF-a fue significati-
vamente mayor en cuartos tratados con el
EPg comparado a cuartos con placebo y
cuartos controles. Los porcentajes de areas
inmunohistoquimicamente marcadas para
las citoquinas IL.-1a e IL-6 en los diferentes
tratamientos evaluados, no mostraron dife-
rencias significativas, aunque si se observo
un leve aumento de la expresiéon de estas
citoquinas en cuartos inoculados con EPg
comparado con los grupos placebo y con-
troles. Paralelamente, el tratamiento con
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EPg mostré un incremento significativo en el
nimero de monocitos-macréfagos durante
el periodo evaluado con respecto a cuartos
tratados con placebo y a cuartos controles.

Ademas, se evalud la produccién de
TNF-o. en secrecion mamaria y tejido
mamario por western blot. Para el anali-
sis en secrecidon mamaria, no se detectd
la proteina en muestras de placebo. Sin
embargo, en cuartos tratados con el EPg se
encontraron dos bandas de 17 y 26 kDa a
las 24 y 48 hs Pl. Ademas, se observd un
incremento significativo en los niveles de la
proteina soluble de 17 kDa de TNF-a a las
24 y 48 hs Pl en cuartos tratados con EPg
comparado con los restantes periodos eval-
uados. En tejido mamario, se encontrd una
banda de 26 kDa (proteina de membrana) y
una banda de 17 kDa (proteina soluble) en
los tres grupos evaluados. Se observaron
diferencias significativas en la banda de 26
kDa en cuartos tratados con el EPg com-
parado con los otros grupos evaluados. Por
otra parte, para el andlisis de la banda de
17 kDa, si bien, no se encontraron diferen-
cias significativas entre los tres grupos eval-
uados, hubo una tendencia en aumento de
la expresion de TNF-a en tejido mamario en
muestras tratadas con EPg.

Mediante RT-PCR se detectaron ARNm
de IL-1a, IL-1B, I8 y TNF-a en células
somaticas provenientes de leche de cuartos
tratados con EPg y placebo, en contraste,
no se detectaron los ARNm de IL-2, IL-4, IL.-6
e INF-y. Se observd un incremento significa-
tivo en la expresion de ARNm de IL-1a., IL-1B
y TNF-a en cuartos tratados con EPg a las
48 hs Pl comparado a cuartos tratados con
placebo. Si bien, la dosis de EPg aplicada
en el presente trabajo estimuld la expresion
de ARNm de IL-8 en células extraidas de la
leche a las 24 y 48 hs PI, no se observaron
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diferencias significativas entre los dos gru-
pos evaluados en todos los periodos estu-
diados.

Los resultados obtenidos permiten lle-
gar a las siguiente conclusiones: la inocu-
lacion con el EPg en el secado se asocid
con el incremento de células somaticas,
con la estimulacion del influjo y el reclu-
tamiento de monocitos-macréfagos, con
la presencia de la proteina TNF-a en leche
y tejido mamario, y con la transcripcion de
ARNm de citoquinas proinflamatorias. Final-
mente, se observd que el extracto aqui apli-
cado (P ginseng) puede ejercer efectos
inmunomodulatorios en glandula mamaria
bovina y, por lo tanto, podria jugar un papel
importante en la activacion de las defensas
intramamarias para el control de mastitis al
momento del secado.

Como complemento a este trabajo de
tesis, se desarrolld un método de conteo
celular directo como herramienta para la
identificacion de células sométicas en leche
bovina para generar una técnica alternativa
a la citometria de flujo (CF). Se utilizaron
muestras de leche con diferentes RCS a
partir de las cuéles se realizaron extendidos
celulares los que se sometieron a IHQ para
la detecciéon de diferentes tipos celulares
y a CF Los andlisis de correlacion entre
ambas técnicas demostraron que la técnica
de identificacion por método directo podria
ser Util como alternativa a la CF para mues-
tras con bajos RCS.

Summary

‘Aplication of Panax ginseng as intrama-

mary immunomodulator during bovine

mammary gland involution”.

The purpose of the study was to describe
the immunomodulatory effects of a single
intramammary infusion of Panax ginseng
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as a biological response modifiers (BRM),
analyzing parameters of innate immunity on
bovine mammary glands at the end of lac-
tation Eight mammary quarters were infused
with 10 ml of Panax ginseng extract (PgE),
eight were treated with 10 mL of placebo
and eight were maintained as uninoculated
controls. Cellular proliferation, expression of
cytokines (TNF-a, IL-1a, IL-6) and quantifi-
cation of monocytes-macrophages cells in
mammary tissue were evaluated by immu-
nohistochemistry (IHC). Milk samples were
collected at different times for performing
SCC (somatic cell count), detection of spe-
cific cytokines mRNA by RT-PCR. No signifi-
cant differences were found in the prolifera-
tion percentage in mammary epithelial and
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stromal cells among the groups. The immu-
nostaining area for TNF-a and the number of
monocytes-macrophages was significantly
higher in PgE quarters. The immunohisto-
chemical analysis for the cytokines IL-1a
and IL-6, showed no significant differences
for the different treatments. IL-1a., IL-1p, IL-8
and TNF-a mRNA were detected in milk in
PgE and placebo quarters, in contrast IL-2,
IL-4, IL.-6 and INF-y mRNA were not found.
A significant increase of IL-1a, IL-18 and
TNF-a mRNA expression was observed in
PgE-treated quarters at 48 h PI. Concluded
that P ginseng can exert immunomodulating
effects in bovine mammary gland and could
therefore play a role in mastitis control at dry-
ing off enhancing intramammary defenses.
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Resumen

La fotosintesis eucariota comienza con la
captacion endosimbidtica de una cianobac-
teria procariotas que realizan fotosintesis

oxigénica) por parte de un eucariota unice-
lular heterotréfico. De esto derivan los lla-
mados plastidos primarios (fotosintéticos)
encontrados en algas verdes y rojas y en
plantas. Las diatomeas son producto de lo
que se conoce como endosimbiosis secun-
daria, en la que un eucariota no fotosinté-
tico captd por endocitosis a un eucariota
fotosintético con un cloroplasto primario, lo
que involucré una transferencia masiva de
genes desde el nucleo de la célula fago-
citada hacia el de la célula huésped. Esto
hizo que en los diferentes organismos se
encuentren enzimas que catalizan reac-
ciones similares pero que estan reguladas
segln el contexto metabdlico particular
al cual son funcionales, por lo que resulta
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importante estudiar las relaciones de estruc-
tura proteica a funcién y regulacién de estas
proteinas. Sin embargo, son marcadamente
escasos los trabajos de caracterizacion de
enzimas de diatomeas, por lo que mayori-
tariamente las propiedades de las proteinas
(y las rutas metabdlicas en las que estan
involucradas) sélo han podido ser inferidas
parcialmente a partir de comparaciones de
secuencias por métodos informaticos.

Las diatomeas son un grupo de algas
cromofitas capaces de crecer en agua
salada y dulce, aun bajo condiciones extre-
mas de temperatura y salinidad, en forma
autétrofa, heterotréfica o mixta. Pese a la
relevancia evolutiva, ecolégica y productiva,
los estudios sobre la biologia de las diato-
meas, a nivel molecular, estan relativamente
poco desarrollados. El modelo experimen-
tal dentro de las diatomeas es la especie
Phaeodactylum tricornutum, la cual tiene un
genoma relativamente pequefo, un tiempo
de generacion corto y es factible de ser
transformada genéticamente.

Se clond el gen que codifica para la
enzima cloroplastidica fosfoglicerato qui-
nasa-1 de P tricornutum (PtrPGKasa-1). La
proteina recombinante se obtuvo en forma
soluble y activa y fue purificada y caracte-
rizada estructural, cinética y regulatoria-
mente. Las propiedades estructurales y
cinéticas resultaron similares a las obteni-
das para PGKasas de otros organismos,
mientras que las caracteristicas regulatorias
resultaron distintivas. En este aspecto, Ptr-
PGKasa-1 resultd regulada por el entorno
redox, determinado por compuestos sintéti-
cos y fisioldgicos, siendo activa en su forma
reducida. Mediante la realizacion de estu-
dios cinéticos y quimicos y la construccion
de mutantes simples Cys — Ser, se logrd
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determinar el rol de cada una de las 6 Cys
que presenta PirPGKasa-1 y el mecanismo
de inhibicién por oxidacién sufrido por la
enzima. Los resultados obtenidos sugieren
que la regulacion redox de la enzima de la
P, tricornutum podria ocurrir in vivo y ser rele-
vante para el funcionamiento del metabo-
lismo fotosintético en diatomeas. Ademas,
PtrPGKasa-1 presentd actividad enzimética
de chaperona, protegiendo a otras protei-
nas de desnaturalizacion.

Por otra parte, se realizaron medidas de
actividad enzimatica en extractos celulares
y de niveles de transcriptos por PCR cuanti-
tativa en tiempo real de la diatomea crecida
en condiciones auto y mixotréficas. Al anali-
zar comparativamente los metabolismos de
hidratos de carbono operativos, se encon-
tré que el cultivo mixotréfico presentaba un
aumento en el flujo metabdlico hacia el ciclo
del &cido tricarboxilico mitocondrial y una
disminucién en los procesos cloroplastidicos
de fotosintesis y ciclo de Calvin, mejorando
asi el rendimiento energético. Ademas, se
vieron aumentadas las reservas de energia
en forma de crisolaminaran y lipidos.

Se ahondd en la caracterizacion de la via
de sintesis del polisacarido de reserva (cri-
solaminaran). Por un lado, se midio la acti-
vidad enzimatica in vivo de la enzima cri-
solaminaran sintasa, hallandose que tiene
especificidad por el sustrato glucosidico
UDP-Glc. Por otro lado, se identificé una
UDP-Glc pirofosforilasa funcional en P tricor-
nutum: la proteina de fusion UDP-Gic piro-
fosforilasa/fosfoglucomutasa (P ID. 50444),
lo que sugeriria que la sintesis de crisolami-
naran ocurrirfa en el citoplasma y el alma-
cenamiento del glucano serfa en vacuolas.

Finalmente, se realizaron estudios compa-
rativos de actividades enzimaticas y de nive-
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les de transcriptos de células de P tricorn-
utum crecidas bajo condiciones oxidantes y
no oxidantes. En contacto con H,0, se vieron
disminuidos la fotosintesis y el ciclo de Cal-
vin, responsables de generar especies reac-
tivas del oxigeno y consumir el poder reduc-
tor de la célula, respectivamente. Esto hizo
que cobrara importancia el ciclo del &cido tri-
carboxilico en la mitocondria, generando el
ATP y el NADPH necesarios para permitir la
supervivencia celular y contrarrestar los efec-
tos causados por las especies oxidantes.

En base a los resultados obtenidos en
la presente tesis, se presenta un escenario
metabdlico ocurrente en estos microorga-
nismos. Tal panorama representa un aporte
para plantear futuros estudios que permitan
una mayor comprension de las diatomeas a
nivel metabdlico y molecular.

Summary

Comparative Study of Carbon Metabolism

in Autotrophs and Heterotrophs.

Characterization of Diatoms Enzymes

and their Evolutive Relations with

Other Organisms.

Diatoms are a group of cromophyte algae
capable of growing autotrophically, hetero-
trophically and mixotrophically in sweet and
salty water, even under extreme tempera-
ture and salinity conditions. Phaeodactylum
tricornutum is the most widely used model
system for studying diatoms because of its
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small genome, short generation time and
ease of genetic transformation. In this the-
sis, studies were made on functional, struc-
tural and regulatory characterization of P tri-
cornutum phosphoglycerate kinase-1, which
resulted in distinctive features when compar-
ing with other organisms enzymes. On the
other hand, enzymatic activity of the enzyme
responsible of chrysolaminaran synthesis —
chrysolaminaran synthase — was measured
in vivo, and its glycosyl donor was identified.
These results contribute to the knowledge
of the chrysolaminaran synthesis pathway,
scarcely studied so far. Also, UDP glucose
pyrophosphorylase from P tricornutum cells
was partially purified and the identification of
its sequence was achieved, which allowed
us to infer about the reserve polysaccha-
ride synthesis localization. Finally, enzy-
matic activities of proteins involved in car-
bohydrates metabolism in diatoms grown
under two different conditions were mea-
sured. Thus, we have presented an active
metabolic scenery in these microorgan-
isms and have identified the operating path-
ways in cells grown in presence of carbon
and nitrogen sources or oxidizing agents.
This backdrop represents a contribution for
future studies that will allow a bigger com-
prehension of diatoms at the metabolic and
molecular levels and the establishment of
evolutionary relationships with other photo-
synthetic and/or heterotrophic organisms.
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Resumen

HaHB1 es un factor de transcripcion que
pertenece a la familia HD-Zip | de girasol.
Los miembros de esta familia, sélo encon-
trada en plantas, presentan la particulari-
dad de tener un HD asociado a un LZ y los
antecedentes bibliogréficos indican que su
expresion es regulada por efectores abio-
ticos. El objetivo de este trabajo de Tesis
fue realizar una caracterizaciéon funcional
de este factor de transcripcion, dilucidar su
mecanismo de accién y determinar en qué
vias de transduccién de sefales participa.

La expresion de HaHB1 es regulada a
nivel transcripcional por factores externos
como la disponibilidad de agua, las tempe-
raturas bajas y la salinidad del suelo.

Las plantas que lo expresan de forma
ectdpica y constitutiva presentaron una
curva de crecimiento levemente diferente
a la de las plantas sin transformar y hojas
aserradas cuando fueron crecidas en con-
diciones normales. Ademés, fueron capa-
ces de tolerar temperaturas por debajo de
los 0 °C en mejor medida que las plantas
WT. Con el objetivo de dilucidar el meca-

nismo mediante el cual estas plantas son
capaces de tolerar esta condicién adversa,
se realizaron diferentes ensayos, de los
cuales pudo determinarse que la tolerancia
se debe, por un lado, a la mayor estabiliza-
cion de sus membranas plasméaticas y por
otro, a la capacidad de las proteinas pre-
sentes en el apoplasto de inhibir la re-crista-
lizacion de los cristales de hielo.

Un andlisis transcriptémico permitié iden-
tificar algunos genes que codifican pro-
tefnas B-1,3-glucanasas, endo-quitinasas,
modificadoras de pared celular y de tipo
PR con niveles de expresion aumentados
en las plantas transgénicas. Estas proteinas
habian sido descriptas como proteinas con
actividad antifreeze en otras especies.

El promotor de HaHB1 (PrH1) se aisld a
partir de una biblioteca de origen comercial
construida en BACs. Las plantas transfor-
madas con la construccion PrH1:GUS per-
mitieron caracterizar el patron de expresion
dirigido por este promotor y compararlo con
los estudios de expresidon hechos en gira-
sol y las plantas que expresan PrH1:HaHB1
permitieron caracterizar su fenotipo frente
a diferentes condiciones y compararlo con
el obtenido con las plantas que lo expresan
de forma ectdpica y constitutiva. Pudimos
observar que estas plantas no presentan
diferencias morfoldgicas cuando se com-
paran con plantas WT crecidas en condicio-
nes normales. Ademas, cuando se realizan
ensayos de freezing, estas plantas toleran
mejor esta condicién que sus pares WT.
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Los resultados obtenidos con el ensayo
de microarreglos sugerian que PR2, PR4 y
la GLUCANASA podian funcionar como pro-
tefnas antifreeze. Para determinar si estos
genes estaban involucrados en la toleran-
cia observada en las plantas que expresan
HaHB1, obtuvimos plantas transgénicas de
Arabidopsis que sobre-expresan PR2, PR4
y GLU. Pudimos observar que estas plan-
tas fueron capaces de tolerar temperatu-
ras por debajo de los 0 °C mejor que sus
pares sin transformar y que esta tolerancia
podia explicarse por la mayor estabilidad de
las membranas plasmaticas en las plantas
transgénicas que en las WT.

Debido a que los resultados fueron obte-
nidos en un sistema heterélogo (gen de
girasol en plantas de Arabidopsis), nos pro-
pusimos encontrar el homologo de HaHB1
en Arabidopsis. Mediante comparacion
de secuencias y bibliografia previa podia-
mos predecir a AtHB13 como homologo
de HaHB1. Para corroborar esta hipote-
sis, se obtuvieron plantas transgénicas que
sobre-expresaban AtHB13. El andlisis feno-
tipico de estas plantas indicd que las mis-
mas eran similares a las plantas WT en con-
diciones normales y que, en presencia de
temperaturas bajas, las mismas eran capa-
ces de tolerar esta condicién mejor que sus
pares sin transformar. A su vez, la expresion
de los genes blanco PR2, PR4 y GLU fue
regulada positivamente en ambos genoti-
pos. Estos resultados permitieron confirmar
la hipétesis de que AtHB13 es el homdlogo
de HaHB1 en Arabidopsis thaliana.

Finalmente podemos concluir  que
HaHB1 participa en el mecanismo de tole-
rancia a freezing mediado por la induccion
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de genes que codifican proteinas antifreeze
que actlan inhibiendo la re-cristalizacion y
estabilizando las membranas plasmaticas,
previniendo de esta forma la muerte celular
inducida por temperaturas bajo cero.

Summary

Structural and functional characterization

of plant transcription factors involved

in different abiotic stress responses

Plants deal with cold temperatures via
different signal transduction pathways. The
HD-Zip | homologous transcription factors
HaHB1 from sunflower and AtHB13 from
Arabidopsis were identified as playing a
key role in such cold response. The expres-
sion patterns of both genes were analyzed
indicating an up-regulation by low temper-
atures. When these genes were constitu-
tively expressed in Arabidopsis, the trans-
genic plants showed similar phenotypes
including cell membrane stabilization under
freezing treatments and cold tolerance.
An exploratory transcriptome analysis of
HaHB1 transgenic plants indicated that sev-
eral transcripts encoding glucanases and
chitinases were induced. Moreover, under
freezing conditions some proteins accumu-
lated in HaHB1 plants apoplasts and these
extracts exerted antifreeze activity in vitro.
Three genes encoding two glucanases and
a chitinase were overexpressed in Arabi-
dopsis and these plants were able to toler-
ate freezing temperatures. We propose that
HaHB1 and AtHB13 are involved in plant
cold tolerance via the induction of proteins
able to stabilize cell membranes and inhibit
ice growth.
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Resumen

La determinaciéon de sustancias de inte-
rés biolégico, tales como farmacos, agro-
quimicos, aditivos alimentarios, compues-
tos enddgenos o metabolitos, que se
encuentran presentes en bajas concentra-
ciones en muestras de composicidon com-
pleja, es un gran desafio para la quimica
analitica moderna. Con el avance de la ins-
trumentacion y la informatica aplicada, hoy
es posible la generaciéon de nuevos méto-
dos de andlisis, confiables y seguros, para
la determinacion de estos compuestos con
cada vez mayor selectividad, sensibilidad
y rapidez. En este contexto, la cromato-
graffa liquida de alta resolucién (CLAR) es
una de las técnicas analiticas que esté pro-
duciendo continuos avances tendientes a
mejorar su rendimiento en este tipo de apli-
caciones, siendo particularmente su inte-
raccion con la quimiometria, una estrategia
muy poderosa y promisoria para resolver
problemas analfticos de alta complejidad.

En esta tesis se utilizaron diversas herra-
mientas quimiométricas, aplicadas en dis-
tintas instancias del proceso analitico, des-
tinadas a alcanzar mejoras significativas en
el rendimiento de la cromatografia liquida
acoplada a detectores de arreglo de diodo
y de fluorescencia.

En el Capitulo 1 se comentan los Ulti-
mos avances de la CLAR y se describen los
métodos y algoritmos quimiométricos capa-
ces de interaccionar con ella y contribuir a
una mejora de su rendimiento.

En el Capitulo 2 se presenta el desarrollo
de un método cromatografico “indicativo de
estabilidad” destinado al control de calidad
de cremas dérmicas conteniendo nitrato
de miconazol. Para la comprobacién de la
selectividad de este método se utilizaron
metodologias de evaluacién de pureza de
pico y se aplicaron ademas, estrictas estra-
tegias de validacion basadas en pruebas
estadisticas, para demostrar el rendimiento
del método segun normas internacionales.

En el Capitulo 3 se demuestra la utilidad
del disefno experimental para el desarrollo y
optimizacion de los sistemas cromatogra-
ficos complejos mediante la realizacion de
un reducido nuimero de experimentos. Se
presentan los resultados de la optimizacion
y la validacién, logrando excelentes para-
metros de rendimiento y cortos tiempos de
andlisis, en un método para la determina-
cién simultanea de los dos componentes
de nicarbazina en premezclas anticocci-
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diostaticas utilizadas en la cria de aves de
corral. El método cromatogréfico utiliza un
reactivo de apareamiento iénico para con-
seguir buenos parametros de retencién del
analito 2-hidroxi-4,6-dimetilpirimidina, com-
puesto de caracter fuertemente basico y
polar; y un sistema de gradiente para lograr
una rapida elucién del analito dintrocarbani-
lida, de caracter no polar.

En el Capitulo 4 se presenta la aplicacion
de un algoritmo de calibracién de segundo
orden: la resolucidon multivariada de cur-
vas mediante cuadrados minimos alternan-
tes (MCR-ALS) para resolver problemas de
selectividad en la separacidon cromatogréa-
fica, mediante la utilizacion de la ventaja de
segundo orden que permite aislar matemati-
camente la sefial analitica de los compues-
tos de interés. Utilizando estrategias dife-
rentes para la aplicacion de este algoritmo
se logré solucionar distintos inconvenien-
tes, tales como solapamientos de los picos
de los analitos, coelucion de compuestos
desconocidos, identidad espectral entre los
compuestos de interés y efecto matriz. El
método desarrollado permite determinar con
muy alta sensibilidad, mediante la utiliza-
cion de un detector de fluorescencia, cinco
pteridinas presentes en orina en un periodo
muy corto de andlisis, por lo que se presenta
como una alternativa muy Util en el segui-
miento de estos biomarcadores del cancer.

En el Capitulo 5 se abordd la resolucion
de un problema analitico muy complejo, tal
como la determinacion de bajas concentra-
ciones de tetraciclinas como contaminantes
en aguas residuales, mediante la utilizacion
de técnicas analiticas sencillas y econdémi-
cas. Se comprob¢ la enorme utilidad de los
algoritmos de pretratamiento de senales,
para realizar, por ejemplo, transferencia de
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calibracion que permite realizar una calibra-
cién sencilla evitando la etapa de precon-
centracion de los patrones. Por otro lado, la
correccion de linea de base fue indispensa-
ble en la simplificacion de los datos analiti-
cos para eliminar sefal de fondo y permi-
tir un buen rendimiento de los algoritmos
de calibracion. Finalmente se aplico por pri-
mera vez a datos cromatogréaficos un nuevo
algoritmo de calibracién de segundo orden
mediante la aplicacion del método de los
uadrados minimos parciales seguidos de
bilinearizaciéon residual (U-PLS/RBL), obte-
niendo con el mismo un rendimiento com-
parable al de MCR-ALS.

Summary

Using chemometrics to improve the

performance of high resolution liquid

chromatography. Application to the
determination of substances of biological
interest in samples of complex composition

This thesis used a variety of chemo-
metric tools to achieve significant impro-
vements in performance liquid chroma-
tography coupled with diode array and
fluorescence detectors.

First, the latest advances in liquid chro-
matography are discussed and the methods
and chemometric algorithms capable of
interacting with it are described.

Several developments applied to solve
specific problems in industry, medicine and
environmental science are then presented.

The peak purity assessment and
various validation strategies were used
to demonstrate the performance of a
new method for the quality control of der-
mal creams containing miconazole nitrate,
that allows evaluate the stability of active
ingredients.
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The usefulness of experimental design in
the development and optimization of
complex chromatographic systems was
demonstrated in the determination of the
components of nicarbazin in anticocci-
dial premixes.

The application of multivariate curve reso-
lution using alternating least squares (MCR-
ALS) was also presented to solve pro-
blems of selectivity in the chromatographic
separation of five pteridines present in urine
in a very short period of analysis, dealing
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with different drawbacks: overlapping peaks
of the analytes, coelution of unknown com-
pounds, spectral identity between the com-
pounds of interest and matrix effect.

Finally, low concentrations of tetracycli-
nes were determined as contaminants in
wastewater using signals pretreatment: cali-
bration transference and baseline correc-
tion, to implementing a new second order
calibration algorithm: unfolded partial least
squares followed by residual bilinearization
(U-PLS/RBL).

Patrones de diversidad de aves en Santa Fe
y efectividad de las areas protegidas en su conservacion
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Resumen

La pérdida de biodiversidad es actual-
mente uno de los mayores problemas
ambientales. La designacion de é&reas pro-
tegidas (AP) ha sido una de las principales
acciones de conservacion para abordarla,
aunque la falta de criterios cientificos para
su seleccién ha sesgado su efectividad. Se
analizaron patrones de riqueza y biogeo-
graficos de las aves de Santa Fe para prio-
rizar areas para su conservacion y evaluar
si las reservas existentes se corresponden
con ellas. Se reviso el inventario de aves

de Santa Fe basados en 190167 registros,
88.192 son propios (incluyendo 468 puntos
de conteo, 289 en AP y 179 en el resto del
territorio provincial y listas no sisteméticas),
517 son ejemplares revisados en museos y
el resto obtenidos de la literatura cientifica.
Se evaluaron los registros siguiendo a la
Comision Brasilefia de Registros Ornitolé-
gicos categorizandolos en: (1) Lista prima-
ria: especies con evidencia documental que
permite una determinacién confiable (ejem-
plares, fotograffas, grabaciones de voces o
videos); (2) Lista secundaria: especies con
ocurrencia probable, con registros publica-
dos, aunque sin evidencia documental; (3)
Lista terciaria: especies con registros publi-
cados con evidencia documental invalida, o
presencia improbable y sin evidencia docu-
mental. Se considerd como lista conso-
lidada de Santa Fe a la lista primaria mas
la lista secundaria. Se dividi¢ Santa Fe en
53 celdas de 0.5 lat-long, para comparar su
riqueza total (RE), de especies raras (ER),
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amenazadas a nivel global (EAG) y nacional
(EAN). Se calculd el valor total de conser-
vacion de cada celda usando el método de
Rapoport. Se evaluaron areas de endemis-
mos mediante un anélisis de simplicidad
de endemismos (PAE) y de complemen-
tariedad entre celdas y AP para detec-
tar la minima cantidad de celdas necesa-
rias para conservar los grupos analizados
(RE, ER, EAG, EAN). La lista consolidada
de aves de Santa Fe incluye 431 especies
(368 de la lista primaria y 63 de la secun-
daria). Adicionalmente, 17 especies fueron
incluidas en la lista terciaria y excluidas de
la avifauna santafesina. La curva de acumu-
lacién de especies ajustd mejor al modelo
Exponencial con una estimacion de riqueza
total de 439 especies en Santa Fe (IC 95%:
438-460). La riqueza media en las celdas
fue de 129 especies (* 54.5, rango 263-50).
La RE en las celdas se correlaciond positi-
vamente con la temperatura, precipitaciéon
media, y negativamente con la latitud y lon-
gitud. La riqueza de ER, EAG y EAN en las
celdas se correlacioné positivamente con la
RE. EI PAE mostro tres areas de endemis-
mos, Con especies exclusivas, que coinci-
den con una o dos ecorregiones: (1) Nor-
deste con 18 celdas, (2) Noroeste con 3
celdas, y (3) Sur con 12 celdas. Se nece-
sitan proteger 16 celdas (30%) para incluir
la RE y las ER, 4 para las EAG y 8 para las
EAN. Se registraron 240 especies en las AP
y las estimaciones indican una riqueza entre
245 (ICE) y 293 (Jack 2) especies. Algunas
AP mostraron diferencias significativas en la
riqueza media, las 3 AP del Valle del Parana
mostraron la mayor riqueza respecto a la
Pampeana, que presentd la menor, mien-
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tras que las 2 AP chaquehas no mostra-
ron diferencias respecto a la Pampeana.
Dos de las AP Paranaenses tuvieron mayor
riqueza respecto a las AP chaquenas. Las
curvas de rarefaccion muestran una signi-
ficativa menor riqueza en el AP Pampeana,
sin diferencias entre el resto de las AP. Nin-
guna celda que contiene un AP se ubica
entre las mas ricas en especies detecta-
das y todas las celdas con AP se ubican en
areas menos ricas en ER. El sistema de AP
(SAP) contiene el 55.7% de la avifauna de
Santa Fe. Las ER, EAG y EAN estuvieron
poco representadas en el SAP con un 6.6%,
21.1% y 16.7% de sus especies, respecti-
vamente. El SAP no se encuentra adecua-
damente distribuido en las areas de ende-
mismo. El area Nordeste contiene 5 AR la
Sur una y la Noroeste ninguna. Respecto
a las 16 areas complementarias para la
conservacion de aves de Santa Fe, el SAP
posee 2 AP en 2 de las 16 celdas, con un
orden de prioridad 3 y 9. Las cuadriculas
con mayor valor de conservacion no poseen
AP Las celdas C6 (Chaco Humedo y Valle
del Parana), C7 o C13 (Chaco Seco), C38 o
C41 (Espinal) y C50 o C52 (Pampeana) son
prioritarias para designar AR sobre la base
de los andlisis de riqueza, complementa-
riedad y vacios del SAP, para todos los gru-
pos de especies estudiados. La superficie
de areas protegidas es insuficiente y no
estan adecuadamente distribuidas en rela-
cién con los patrones de diversidad de aves
debido a la falta de criterios cientificos para
su seleccion. Este problema, sumado a
deficiencias de implementacién, hace poco
efectivo el sistema de reservas de Santa Fe
para proteger a su avifauna.
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Summary

Diversity patterns of birds from Santa Fe

and the effectiveness of the protected

areas in its conservation.

The designation of protected areas (AP) is
one of the conservation actions to address
the biodiversity loss, but the lack of sci-
entific criteria for selection has skewed its
effectiveness. In order to address this prob-
lem in Santa Fe were analyzed richness
and biogeographic patterns of birds to pri-
oritize conservation areas and assess their
correspondence with the AP Santa Fe was
divided in 53 grids of 0.5 lat-long (53C). We
sampled birds in the 53C and AP, obtained
190167 records. The total richness species
(RE), rare species (ER), globally (EAG) and
nationally threatened species (EAN) and the
total value of conservation, were compared
between the 53C. Areas of endemism were
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detected by a simplicity analysis of endemic-
ity (PAE), and complementarily between the
grids and AP evaluating the minimum num-
ber of grids that preserve the groups ana-
lyzed. The PAE yielded three areas of ende-
mism (Northeast, Northwest and South)
and the AP are inadequately distributed in
them. In order to protect the RE and ER are
required 16 grids, 4 for EAG and 8 for EAN.
Only 2 AP are located between the comple-
mentary areas for conservation. The grids
with the highest conservation value have not
AP The grids C6 (Humid Chaco and Parana
Valley), C7, C13 (Dry Chaco), C38, C41
(Espinal), C50 and C52 (Pampas) are priority
for establishing new AP The small size of the
AP and the inadequate distribution of them
in relation to patterns of bird diversity make
ineffective the system of protected areas for
bird conservation in Santa Fe.
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Resumen

En este trabajo de Tesis hemos inten-
tado profundizar en el conocimiento que se
posee acerca de los mecanismos de regu-
lacion de la expresion génica que gobierna
la biogénesis del complejo IV de la cadena
de transporte de electrones mitocondrial de
plantas. Este complejo esta constituido por
subunidades proteicas codificadas en los
genomas mitocondrial y nuclear. En plantas,
las subunidades codificadas en el genoma
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nuclear que han sido identificadas hasta el
momento son: Vb, Vc, Vlay Vib.

En el presente trabajo realizamos un
andlisis en profundidad de las regiones
promotoras de los genes que codifican las
subunidades AtCox6a y AtCox6b, en Arabi-
dopsis thaliana.

Los estudios indicaron que el gen
AtCOX6a se expresa Unicamente en gra-
nos de polen, mientras que los tres genes
AtCOX6b poseen un patrén de expresion
muy similar, principalmente en las regiones
meristematicas del hipocotilo y de la raiz de
plantulas de hasta 20 dias de desarrollo. En
plantas adultas, la expresion se hizo evi-
dente en las venas de la hoja, en la raiz, en
los granos de polen y en el receptaculo y el
estigma de la vaina.

Una observacion minuciosa de las cua-
tro regiones promotoras puso de manifiesto
la presencia de un motivo comun entre
ellas, previamente reportado en la bibliogra-
fla como elemento site Il. Este sitio, posee
la secuencia 5-TGGGCC/T-3'. Por medio
de un estudio que incluye metodologias
de mutagénesis sitio dirigida de estos ele-
mentos, ensayos de deteccion y cuantifi-
cacion del gen reportero gus y técnicas de
electroforesis en geles de retardo (Band
Shift), pudimos concluir que estos sitios se
encuentran involucrados en la regulacion
de la expresioén de los genes de interés.

Pudimos demostrar, ademas, que los
cuatro genes analizados responden a la
etiolacion y a la presencia de sacarosa. Adi-
cionalmente, observamos una respuesta de
los genes AtCOX6b-1 y AtCOX6b-3 cuando
las plantas eran incubadas en presencia
de giberelinas (GA3) o citoquininas (6-ben-
cilaminopurina), respectivamente. A partir
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de los resultados obtenidos de las distin-
tas experiencias realizadas en este trabajo,
resulta evidente el rol de los elementos site
Il en la expresion de los genes AtCOX6b.
La presencia de estos elementos en nume-
rosos genes que componen los comple-
jos involucrados en la respiracion aerobica
constituye una fuerte evidencia de la exis-
tencia de un control, al menos a nivel trans-
cripcional, que permite una expresion coor-
dinada de aquellas proteinas implicadas en
el desarrollo de una funcién celular comun.

Una segunda parte de este trabajo con-
sistié en estudiar el mecanismo mediante el
cual ciertos intrones son capaces de parti-
cipar en el aumento de la expresion génica.

Por este motivo, comenzamos a estu-
diar algunas proteinas pertenecientes a un
complejo conocido como el complejo de
la union entre exones (EJC, por sus siglas
en inglés: Exon Junction Complex), carac-
terizado previamente en mamiferos y Dro-
sophila, e involucrado en forma directa con
el aumento de la expresion génica mediada
por intrones (también conocido como
“LM.E.”, por sus siglas en inglés Intron
Mediated Enhancement).

Este complejo contiene mas de 20 pro-
teinas distintas, de las cuales elF4A-Ill, Y14,
Mago y MLN51 forman el nlcleo tetramé-
rico (core).

En este trabajo se intenté determinar de
qué manera se produce la biogénesis del
EJC, estudiando en profundidad tres de sus
proteinas en Arabidopsis thaliana: AtMago,
AtY14 y AtPym.

Comenzamos el analisis caracterizando
las regiones promotoras de los tres genes
de interés, e identificamos la presencia de
copias del elemento site Il en todos ellos.
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Adicionalmente, en el caso del gen AtPYM
detectamos la presencia de un intron ubi-
cado en su region 5’'UTR.

La presencia de los elementos site |l
en varios genes del EJC y su importancia
demostrada en este trabajo en tres de ellos,
sugiere la existencia de un mecanismo
coordinado de expresidon génica que per-
mitirfa optimizar la biogénesis del complejo.

Por otra parte, algunos de estos genes
(entre ellos AtPYM) presentan intrones lide-
res potencialmente funcionales, lo que
sugiere que los mismos posiblemente tam-
bién estarian involucrados en su expresion
y por lo tanto aportarian un mecanismo adi-
cional en su regulacién, notoriamente a tra-
vés del EJC.

Finalmente, las modificaciones post-tra-
duccionales (entre ellas la fosforilacion) pro-
veerian de una tercera via de regulacion de
algunos componentes del EJC. Este hecho
pone de manifiesto la importancia de contar
con varias maneras de regular la estructura
y funcién de este complejo, y consecuente-
mente la expresion de aquellos genes que
dependen del mismo.

Summary

Analysis of the mechanisms of expres-

sion of genes encoding subunits of cyto-

chrome c oxidase in plants

In this Thesis we tried to deepen the exist-
ing knowledge about the regulatory mecha-
nisms of gene expression that governs the
biogenesis of complex IV belonging to the
electron transport chain of plant mitochon-
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dria, in particular of genes encoding sub-
units AtCox6a and AtCox6b in Arabidopsis
thaliana.

Through several techniques, we conclude
that a common motif, previously reported in
the literature as site Il is involved in regulat-
ing the expression of the genes of interest.

We could also demonstrate that the four
analyzed genes respond to etiolation and
to the presence of sucrose. Additionally, we
observed a response of AtCOX6b-1 and -3
genes when plants were incubated in the
presence of gibberellin (GA3) and cytokinin
(6-benzylaminopurine), respectively.

A second part of this work was to study
the mechanism by which certain introns
are able to participate in increasing gene
expression.

For this reason, we began to study some
proteins belonging to a complex known as
the Exon Junction Complex (EJC): AtMago,
AtY14 and AtPym in Arabidopsis thaliana.

The presence of site Il elements in sev-
eral genes of the EJC and its importance
demonstrated in this work in three of them,
suggesting the existence of a coordinated
mechanism of gene expression that would
allow the complex biogenesis.

Finally, post-translational modifications
(including phosphorylation) would provide
an additional way of regulation of some
components of the EJC. This highlights the
importance of several ways to regulate the
structure and function of this complex, and
consequently the expression of those genes
that depend on it.
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Resumen

El Sindrome metabdlico, integrado por
una constelacién de anormalidades tales
como diabetes tipo 2, hipertension, dislipe-
mia, insulino resistencia y obesidad, tiene
gran incidencia en la comunidad. Experi-
mentalmente es posible lograr un modelo
similar por manipulacion dietaria a través de
la administracién de una dieta rica en saca-
rosa (DRS). Existen pocos trabajos focaliza-
dos en el cambio de la fuente proteica de la
dieta (de origen animal caseina, por protei-
nas de origen vegetal: soja), sobre las alte-
raciones bioquimicas-metabdlicas induci-
das por la ingesta crénica de una DRS.

Los objetivos del presente trabajo
de tesis fueron: 1) Determinar en forma
secuencial si una vez alcanzada la dislipe-
mia y resistencia insulinica estable (4 meses
de ingesta con una DRS) el cambio del
tipo de proteina de la dieta puede mejorar
o revertir la dislipemia y la moderada hiper-
glucemia. Una vez determinado el tiempo
mas adecuado, se analizaron los siguien-

tes aspectos bioquimicos-metabdlicos: 1)
En tejido hepatico se evalud el contenido
de triglicéridos y colesterol; in vivo la velo-
cidad de secrecion de triglicéridos hepéti-
cos y remocion plasmatica de triglicéridos;
enzimas involucradas en la lipogénesis y la
expresion de la masa proteica de la proteina
de unién al elemento regulador de esteroles
(SREBP-1); enzimas involucradas en la oxi-
dacién de acidos grasos y la expresion de
la masa proteica del receptor activador de
la proliferacién peroxisomal-alfa (PPAR-a).
Il) En musculo esquelético se analizd en
condiciones basales y bajo el estimulo de
la insulina (clamp euglucémica hiperinsuli-
némica): 1) la expresiéon de la masa proteica
del transportados de glucosa GLUT-4, 2) la
fosforilacion de la glucosa estimada por la
actividad de la enzima hexoquinasa y 3) las
vias metabdlicas no oxidativas y oxidativas
de la glucosa.

Los resultados del analisis secuencial
demuestraron que luego de 4 meses de sus-
titucién de caseina por proteina de soja como
fuente proteica en la DRS, se logré la normali-
zacioén de los niveles de triglicéridos, coleste-
rol y glucosa plasmaticos. Ademas, en tejido
hepéatico se normalizé el contenido de trigli-
céridos. A partir de estos resultados conside-
ramos que 4 meses, era el tiempo adecuado
para analizar algunos mecanismos que sub-
yacen en el mejoramiento o reversion de la
dislipemia y homeostasis de la glucosa.

La velocidad de secrecion de VLDL-Tg y
el contenido hepatico de Tg y colesterol fue-
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ron completamente normalizados. Ademas,
la adicién de proteina de soja aislada dis-
minuyd la excesiva disponibilidad de AGNE
plasméticos presentes en la DRS. La rever-
sién de la dislipemia sugiere que la prin-
cipal accion de la proteina de soja en el
metabolismo lipidico hepéatico esta relacio-
nado con un cambio en el destino metabo-
lico: sintesis y almacenamiento de lipidos a
oxidacién, y que ambos mecanismos junto
con la normalizacién de la remociéon de Tg
plasméticos, contribuyen al efecto hipolipe-
miante de la proteina de soja. Los resulta-
dos obtenidos avalan esta sugerencia, ya
que la administracién de proteina de soja a
la DRS fue capaz de disminuir no solo las
incrementadas actividades de las enzimas
lipogénicas: acetil CoA carboxilasa (ACC),
sintasa de acidos grasos (FAS), enzima
malica (EM) y glucosa-6-fosfato dehidroge-
nasa (G-6-P DH), sino también la expresion
de la masa proteica del SREBP-1. Esto se
acompané de un incremento en la expre-
sién de la masa proteica del PPAR-a y las
actividades de las enzimas carnitina pal-
mitoil transferasa-1 (CPT-1) y oxidasa de
acidos grasos (FAO) favoreciendo, a nivel
hepatico, la oxidacion mitocondrial y peroxi-
somal de &cidos grasos.

Ademés, la proteina de soja dietaria fue
capaz de normalizar la glucemia basal sin
cambios en la insulinemia junto con un sus-
tancial mejoramiento de la sensibilidad insu-
linica periférica global. En el muUsculo esque-
lético la proteina de soja dietarfa: 1) revirtié
la alterada oxidacion de glucosa y normalizd
el contenido intramuscular de triglicéridos
en condiciones basales y frente al estimulo
de la insulina. El contenido de glucdgeno y
glucosa-6-fosfato mostraron un comporta-
miento similar al de los animales controles
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a nivel basal o frente al estimulo de la hor-
mona. 2) Mejor¢ significativamente la fosfori-
lacion de la glucosa (incrementd la actividad
de la enzima hexoquinasa). 3) Los niveles
basales de la expresion de la masa proteica
del Glut-4 fueron similares en todos los gru-
pos experimentales y en presencia de insu-
lina se estimuld la translocacion del Glut-4
hacia la membrana plasmética solamente en
el grupo control y cuando la fuente proteica
en la DRS fue la proteina de soja. Por Ultimo,
la administracién de proteina de soja aislada
dietaria previno el incremento de peso cor-
poral asociado a una menor ingesta calérica,
mejorando la adiposidad visceral.

En conclusion, la proteina de soja aislada
dietaria fue capaz de revertir la dislipemia y
la esteatosis hepatica y mejorar la sensibi-
lidad insulinica periférica global, mejorando
el metabolismo de glucosa en el musculo
esquelético. Esto podria ser consecuencia
de algunos de los mecanismos analizados
en este trabajo. Sin embargo, no podemos
descartar que la reduccion de la ingesta
caldrica en los animales alimentados con
proteina de soja aislada, podria contribuir
en si misma sobre algunos de los efectos
beneficiosos del consumo de esta proteina
mencionados anteriormente.

Summary

Nutritional interventions in an experimen-

tal model of dyslipemia and insulin resis-

tance. Use of the soy bean protein as the-

rapeutic strategy

Metabolic syndrome, consisting of a
constellation of abnormalities such as type 2
diabetes, hypertension, dyslipidemia, insulin
resistance and obesity, has a large impact in
the community. Experimentally it is possible
to achieve a similar model, in biochemical-
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metabolic aspects, to this syndrome by die-
tary manipulation, for example, through the
administration of a sucrose-rich diet (SRD).
The results showed that the substitution
of casein with soy protein as protein sou-
rce in SRD, was achieved normalization of
the dyslipemia and steatosis hepatic. The
soy protein was able to reduce not only
the increased activities of lipogenic enzy-
mes but also the protein mass expression
of SREBP-1. This was accompanied by a
increase of protein mass expression of the
transcription factor PPAR-a. and the activi-
ties of the enzymes CPT-1 and FAQ favoring
the oxidation of fatty acids. Dietary soy pro-
tein was capable of normalizing the basal
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glucose with no change in insulinemia. The
results show a substantial improvement of
the whole-body peripheral insulin sensitivity
and improving glucose metabolism in skele-
tal muscle.

In conclusion, dietary soy protein iso-
late was able to reverse the dyslipemia and
steatosis hepatic and improve whole-body
peripheral insulin sensitivity, improving glu-
cose metabolism in skeletal muscle. This
could be due to some of the mechanisms
discussed in this work. However, we can not
exclude that the reduction in energy intake
in animals fed soy protein isolate, could
help itself in some of the beneficial effects of
this protein consumption above.
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Resumen

La presente tesis tuvo como objetivos
generales: a) Estudiar la composicion y
diversidad de anfibios anuros en areas cul-

tivadas con soja (agroecosistema) aleda-
Aas al Parque Nacional Pre-Delta, asi como
en dos ambientes del parque, la zona con-
tinental (area de transicién) y la islefia (area
pristina). b) Describir aspectos de la ecolo-
gla relacionados con la reproduccion de las
especies que componen las comunidades
de anuros. ¢) Estudiar las alteraciones en
la dinamica y biologia reproductiva de anu-
ros producidos por el avance de la frontera
agricola en ambientes naturales del Delta
Superior del Rio Parana.

El &rea de estudio se localizé en el
Sudoeste de la provincia de Entre Rios. Se
seleccionaron tres sitios de acuerdo a la
proximidad a tierras agricolas: un campo
sembrado con soja (AG: agroecosistema);
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un ambiente de bosques nativos sin agricul-
tura pero adyacente a monocultivos, locali-
zado dentro del Parque Nacional Pre-Delta
(PNPD) (AT érea transicional); y un sector
isleno del PNPD con dominancia de vege-
tacion arborea y herbacea, preservado del
impacto antréopico (AP: area pristina). Los
muestreos se realizaron con frecuencia
semanal entre la siembra y la cosecha de
soja, durante los anos 2006-2008. Se uti-
lizaron tres métodos estandarizados para
registrar anfibios: trampas de caida, inspec-
ciones nocturnas, y muestreo de larvas. Se
consideraron tres variables a escala de pai-
saje: nivel del rio, temperatura del aire y pre-
cipitacién acumulada.

Se calculé la riqueza, diversidad y equi-
tatividad de anuros en cada sitio. Se eva-
lué la amplitud del microhabitat en cuanto
a tipo de sustrato usado para vocalizar y
se analizaron diferencias entre los ambien-
tes en la actividad de canto mensual. Asi-
mismo, se examind la correlacion entre el
numero de taxones vocalizando por mes y
las variables a escala de paisaje. Se estudid
la actividad reproductiva de los anuros en
el tiempo (meses de estudio) y en el espa-
cio (similitud entre las comunidades repro-
ductivas). Por otra parte, machos adultos de
Rhinella fernandezae y Dendropsophus san-
borni fueron recolectados. Se analizaron sus
volUimenes testiculares, y luego de procesar
histolégicamente los testiculos, se midi6 el
area testicular, el nimero de tdbulos semi-
niferos y el &rea de los mismos. Se contabi-
lizaron los nimeros de cistos hallados para
cada estadio espermatogénico. Finalmente,
se procedi6 a la busqueda de testiculos con
anomalias, ya sea en su morfologia externa
o histologica.
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Un total de 23 especies de anuros fueron
registradas. AG presentd la menor riqueza,
junto a los mayores valores de diversidad y
equitatividad. AG exhibié la menor cantidad
de especies observadas con evidencias
de reproduccién. Los anuros utilizaron una
variada gama de localizaciones y sustratos
para las vocalizaciones. Al respecto, algu-
nos anfibios mostraron diferentes valores
de amplitud de microhabitat entre ambien-
tes. Adicionalmente, la actividad de canto
mensual difirid entre los sitios en 10 de los
22 taxones hallados cantando. El nimero
mensual de especies vocalizando se corre-
lacioné positivamente con la temperatura
(en AG, AT y AP) y con la precipitacién (en
AG y AT). Cinco periodos reproductivos fue-
ron observados y varias especies mostraron
variaciones entre ambientes en este paréa-
metro. Estas diferencias podrian deberse
a la plasticidad en las estrategias repro-
ductivas en relacién a variables ambienta-
les, y a discrepancias entre sitios en cuanto
a recursos reproductivos disponibles. Las
comunidades reproductivas de anuros
mas similares fueron las localizadas den-
tro del PNPD. Por su parte, el andlisis gona-
dal mostré una disminucién en el volumen
testicular y en el nimero de tlbulos semi-
niferos por testiculo en R. fernandezae, asi
como un aumento de la proporcion de testi-
culos con forma irregular en D. sanborni, en
ambientes con mayor exposicién agricola
(AG y AT). En general, en estos dos sitios
también se registré una reduccion en la pre-
sencia de células germinales en relaciéon a
AP (R. fernadezae: Espermatogonias pri-
marias, Espermatocitos primarios y Esper-
matidas; D. sanborni: Espermatogonias pri-
marias y secundarias), y un mayor nimero
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de anomalias gonadales, tales como tubu-
los seminiferos pobremente desarrollados
y numerosas células pigmentadas. En sin-
tesis, la histoarquitectura y funcién gonadal
en machos de ambas especies denotan un
efecto negativo deletéreo del uso de la tie-
rra para agricultura sobre la biologia repro-
ductiva de estos organismos.

Se concluye que las practicas agricolas
alteran la estructura de las comunidades de
anfibios de la regién. Finalmente, se reco-
mienda el establecimiento de una zona de
amortiguacion (buffer) para el PNPD, con
el fin de preservar las especies silvestres
y mejorar los valores de conservacion del
area protegida.

Summary

Alterations of the dynamic and reproduc-

tive biology of anurans (Amphibia, Anura)

produced by the advance of the agricul-
tural frontier in natural environments in the
upper Parana river delta.

The general aims of this thesis were: a)
to study the composition and diversity of
anuran amphibians in areas cultivated with
soybean (agroecosystem) which are adja-
cent to Pre-Delta National Park (PDNP),
and within the park in two environments,
the continental zone (transition site) and the
island zone (natural forest site); b) to des-

215

cribe features of ecology related to repro-
duction of the species that composes the
anuran communities.; and c¢) to study the
alterations in the reproductive dynamic and
biology of anurans produced by the advanc-
ing agricultural frontier in natural environ-
ments of the Upper Delta of Parana River.
The three sites investigated were located
in the south-western Entre Rios Province
and were selected according to proximity to
agricultural land. The studies were carried
out weekly during the soybean-cropping
period, during the years 2006-2008. In order
to register amphibians, three standardized
methods were used: pitfall traps, nocturnal
searches, and tadpole surveys. Differences
were found among environments in spe-
cific composition, habitat use during vocal-
izations and reproductive periods. In addi-
tion, testicular histoarchitecture and function
in males of representative species (Rhinella
fernandezae and Dendropsophus sanborni)
denote a deleterious negative effect of land
use for agriculture on the reproductive biol-
ogy of these organisms. In this thesis is
concluded that agricultural practices alter
the structure of regional amphibian assem-
blages. Finally, it recommends the estab-
lishment of a buffer zone for the PDNP in
order to preserve wildlife and enhance con-
servation values of the protected area.
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Resumen

La obesidad es considerada como uno
de los factores de riesgo en la constelacion
de anormalidades que caracterizan al Sin-
drome metabdlico, el cual constituye uno de
los mayores desafios de Salud Publica y de
sumo interés en lo que atafie a su preven-
cién y tratamiento. La compleja patogéne-
sis de las anomalias involucradas en el Sin-
drome metabdlico no estd completamente
dilucidada, sin embargo la interaccién entre
factores genéticos y ambientales contribu-
yen indudablemente a su mayor incidencia.

Ademas de su funcion tradicional de
deposito de energia y principal proveedor de
acidos grasos a la circulacion, el tejido adi-
poso (TA) es un importante érgano secretor,
liberando un gran nimero de adipocitoqui-
nas. Desde una perspectiva “adipocéntrica”
se postula que la expansion del TA es un fac-
tor importante en el desarrollo del Sindrome
metabdlico como nexo entre obesidad y

resistencia insulinica. Ademas, la obesidad
se asocia con estrés oxidativo pudiendo pro-
ducir un desbalance entre los niveles de las
especies reactivas del oxigeno.

De lo expuesto, el TA es un tejido clave
para esclarecer algunos mecanismos fisio-
patoldgicos involucrados en el desarrollo
de dislipemia, resistencia insulinica y diabe-
tes tipo 2 presentes en el Sindrome meta-
bolico. En este contexto el modelo experi-
mental “no genético” de dislipemia, insulino
resistencia, hipoleptinemia y adiposidad vis-
ceral inducido por una ingesta cronica de
una dieta rica en sacarosa (DRS) fue utili-
zado en el transcurso de esta tesis para
desarrollar los siguientes objetivos genera-
les -1. Evaluar aspectos bioguimicos y fun-
cionales del TA que podrian jugar un rol
clave en la dislipemia e insulino resisten-
cia inducida por una dieta rica en sacarosa
se analizaron:mecanismos que relacionan
AGNEs, adipocitoquinas, receptor activador
de la proliferacién peroxisomal-[] (PPAR-[),
adiposidad visceral y algunos aspectos del
estrés oxidativo. -2. Si el disturbio del meta-
bolismo lipidico a nivel plasmatico (incre-
mento de AGNEs vy triglicéridos) v tisulares
es uno de los factores mas importante invo-
lucrado en las alteraciones antes mencio-
nadas, evaluamos la posibilidad de mejo-
rar y/o revertir dichas anomalfas utilizando
cambios nutricionales adecuados: acidos
grasos n-3 de origen marino.
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Los resultados del presente trabajo sena-
lan en animales alimentados con DRS: 1)
Menor secrecion de leptina basal y bajo el
estimulo de la insulina (adipocitos aislados).
2) Menores niveles plasmaticos de adipo-
nectina que se correlacionan con la alte-
rada sensibilidad insulinica y mayor dis-
ponibilidad de AGNE plasmaticos. En TA
epididimal: 3) Mayor contenido de leptina y
del TNF-a.. 4) Menor expresion de la masa
proteica del PPAR-y e incremento de la
expresion de la masa proteica de la UCP2.
5) Un incremento significativo de la activi-
dad oxidante asociado a una significativa
disminucion de las actividades de las enzi-
mas antioxidantes. Esto se acompand de
un importante incremento del contenido de
glutation total y un menor estado redox del
glutation, lo que demuestra la disfunciona-
lidad del TA'y su rol clave en la adiposidad
visceral en este modelo experimental. 6) La
sustitucion parcial de la fuente de grasa die-
taria -aceite de maiz por aceite de higado
de bacalao (AHB) rico en &cidos grasos n-3-
que normalizé la dislipemia y la sensibilidad
insulinica fue capaz de mejorar o revertir las
anomalias antes mencionadas.

El efecto hipolipemiante del AHB que
normaliza la sensibilidad insulinica perifé-
rica global, decrece la lipdlisis intracelular,
e incrementa la captacién de glucosa del
TA, podria contribuir a la normalizacion de la
secrecion de leptina y los niveles plasmati-
cos de adiponectina en los animales alimen-
tados con DRS. Ademas, la administracion
de n-3 PUFAs redujo significativamente el
tamano de los adipocitos haciéndolos mas
sensibles a la accién insulinica, normalizd
la masa proteica del PPAR-y y el contenido
del TNF-a, otra importante adipocitoquina
involucrada en el desarrollo de la adiposi-
dad visceral. Por otro lado los AGNEs estan
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implicados en la activacion del estrés oxida-
tivo, no solo desacoplando la fosforilacion
oxidativa (mayor expresion de la masa pro-
teica de la UCP2) sino también por deterio-
rar las defensas antioxidantes. El efecto del
AHB dietario sobre los niveles de AGNEs
redujo a su turno también el estrés oxida-
tivo normalizando la disfuncionalidad del TA.

De todo lo expuesto nuestros hallazgos
sugieren que la manipulacion de las gra-
sas dietarias podrian jugar un rol clave en
el tratamiento de los desdrdenes lipidicos,
modificando de manera favorable las ano-
malias metabdlicas antes descriptas. Si bien
nuestros resultados no pueden ser extrapo-
lados en forma directa al humano, el modelo
experimental de DRS constituye una exce-
lente herramienta para estudiar diferentes
aspectos metabdlicos y funcionales del Sin-
drome metabdlico en general y en particu-
lar del TA.

Summary

Adipose tissue: Role of Adipocytokines

(leptin, TNF-ow and adiponectin) in visceral

adiposity. Relationship with plasma NEFA,

PPARs, insulin resistance and oxidative

stress in an experimental model of dylipi-

demia. Effect of n-3 fatty acids

Adipose tissue (AT) is a key tissue involved
in some pathophysiological mechanisms
implicated in the development of metabolic
syndrome. Objectives: 1. Evaluate biochem-
ical and functional aspects of AT which may
play a key role in the insulin resistance and
dyslipemia induced by a sucrose rich diet
(SRD) we analyzed: Mechanisms related to
FFA, adipocytokines, PPAR-, visceral adi-
posity and some aspects of oxidative stress.
2. If the disturbance of lipid metabolism is
one of the most important factors involved
in the alterations mentioned above, we eval-
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uated the possibility of improving and/or
reverse these abnormalities by the admin-
istration of dietary n-3 PUFAs of marine
origin(fish oil). Results: in animals fed SRD:
1) Leptin release was reduced both basally
and under the stimulus of insulin ( isolated
adipocytes). 2) Lower plasma adiponectin
levels were correlated with impaired insu-
lin sensitivity and plasma FFA levels. In
AT: 3) High contents of leptin and TNF-a.
4) Reduced PPAR-y and increased UCP2
protein mass levels. 5) Oxidative enzymes
activities increased and antioxidant activi-
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ties decreased, with an increase in total
glutathione levels and lower redox state of
glutathione,showing a dysfunctional AT in
this experimental model. 6) Partial substitu-
tion of the source of dietary fat, corn oil by
cod liver oil, that normalize the dyslipidemia
and peripheral insulin sensitivity, was able to
improve/reverse the anomalies mentioned
above. Conclusion: Our findings suggest
that manipulation of dietary fats may play a
key role in the treatment of lipid disorders,
favourably modify the metabolic abnormali-
ties previously described.
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Resumen

El sistema inmune innato de los anfibios
anuros comprende macréfagos, neutrofilos,
proteinas del complemento, células natu-
ral killer y péptidos antimicrobianos. En res-
puesta al stress o al ataque de un depreda-
dor, las glandulas granulares de los anfibios
secretan un complejo coctel quimico que
contiene un amplio rango de compuestos

organicos bioactivos, tales como aminas,
péptidos, proteinas, esteroides y alcaloides.

El objetivo del trabajo de tesis fue avan-
zar en el conocimiento acerca de la poten-
cialidad de las pieles de los anfibios anuros
como nuevas fuentes de péptidos antimi-
crobianos, y ademas, aportar informacion
sobre la fauna silvestre local, dado que este
tipo de estudios hasta el momento no se ha
realizado en la region.

Las siguientes especies de anfibios anuros
pertenecientes a las familia Hylidae y Lepto-
dactylidae fueron estudiadas: Leptodatylus
latrans (L), L. mystacinus (Lm), L. chaquensis
(Lc), Hypsiboas pulchellus (Hp), Scinax nasi-
cus (Sn), S. acuminatus (Sa), Pseudis para-
doxa (Pp) y P minuta (Pm). Las muestras bio-
l6gicas fueron obtenidas por extraccion con
solventes (ES) a partir de las pieles, y por esti-
mulacion eléctrica transcutanea (EET) a partir
de las glandulas granulares.
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Los resultados de los ensayos micro-
bioldgicos evidenciaron que las especies
LI, Lc, Lm y Hp eran las de mayor interés.
Las cuatro especies inhibieron el creci-
miento de bacterias Gram (+) y Gram (-),
mientras que solamente los extractos de LI
y Hp obtenidos por ES inhibieron el creci-
miento de la cepa Mycobacterium tubercu-
losis H37rv (MT).

Los extractos de LI obtenidos por ES
fueron purificados por HPLC en fase
reversa semipreparativa, y las fracciones
que mostraron actividad inhibitoria frente
a MT, Escherichia coli y Staphylococcus
aureus fueron analizadas por Espectrome-
trfa de masas MALDI-TOF y posteriormente
secuenciadas por ESI-MS-MS. Esto permi-
tié la identificacion de cinco secuencias, no
reportadas previamente en la literatura. Por
otra parte, los extractos de LI obtenidos por
EET y los dos extractos de Hp fueron anali-
zados en forma directa por HPLC integrado
a la espectrometria de masas, identifican-
dose un total de sesenta y cuatro secuen-
cias inéditas [41 de LI (EET), 18 de Hp (ES)
y 5 de Hp (EET)].

Sobre la base de estos resultados cinco
secuencias fueron seleccionadas y sinteti-
zadas mediante la quimica Fmoc en fase
solida: P1-LI-1577, P2-LI-1298, P4-Hp-1971,
P5-Hp-1935 y P6-Hp-1891. Adicionalmente
se sintetizd un péptido hibrido, constituido
por la secuencia de ocellatina 5 y de P2-LI-
1298, el cual fue identificado como P3-LI-
2085. Los analisis predictivos de estructura
secundaria de los péptidos P2-LI-1298, P3-LI-
2085, P5-Hp-1935 y P6-Hp-1891 indicaron
una alta probabilidad de estructura a-hélice,
mientras que los otros dos no adoptarian nin-
guna conformacion preferencial.
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Entre los andlogos a-helicoidales,
P6-Hp-1891 y P3-LI-2085 fueron los mas
activos frente a las cepas de E. coli y S.
aureus ensayadas (P3-LI-2085, CIM: 15
UMy P6-Hp-1891, CIM: 17 uM). El analogo
P2-L1-1298 presentd mayor actividad anti-
microbiana frente a E. coli (24.6 uM) que
a S. aureus (49 uM) y P5-Hp-1935 fue el
menos activo de todos los péptidos sinte-
tizados. De los dos analogos no estructura-
dos, P4-Hp-1971 fue el mas activo frente a
S. aureus (CIM: 8 uM) y E. coli (CIM: 16 uM).

Por otra parte, los péptidos P4-Hp-1971
y P5-Hp-1935 inhibieron la enzima bultiril-
colinesterasa (BChE), por lo cual se consi-
dera relevante continuar con estos estudios
en el futuro.

El conjunto de los resultados evidencia
el potencial de las pieles de anfibios anu-
ros regionales como fuente de productos
naturales bioactivos. Por otra parte, y como
perspectiva futura, el estudio de la influen-
cia de los factores ambientales que pueden
estimular o inhibir la sintesis de los PAMs
podria tener un impacto significativo desde
el punto de vista ecoldgico.

Summary

Natural and Synthetic Antimicrobial Pep-

tides from Amphibian Skin. Potential Appli-

cations in Human Health

The objective of this thesis was to
advance in the knowledge about the poten-
tial of the skins of anuran amphibians as
new sources of antimicrobial peptides, pro-
viding information on local wildlife, since this
type of study so far has not been done in
the region. Eight anuran amphibian spe-
cies belonging to Hylidae and Leptodac-
tylidae families were studied: Leptodatylus
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latrans (L), L. mystacinus (Lm), L. chaquen-
sis (Lc), Hypsiboas pulchellus (Hp), Scinax
nasicus (Sn), S. acuminatus (Sa), Pseu-
dis paradoxa (Pp) and P minuta (Pm). Two
methods were used for the extraction of
bioactive components: solvent extraction
and transcutaneous electrical stimulation.
The extracts of LI and Hp were analyzed by
HPLC-MS-MS, which allowed the identifica-
tion of a total of sixty nine previously unpub-
lished sequences. Five sequences were
selected and synthesized by Fmoc solid
phase chemistry: P1-LI-1577, P2-LI-1298,
P4-Hp-1971, P5-Hp-1935 and P6-Hp-1891.
Additionally, a hybrid peptide, consisting of
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ocellatine -5 and P2-LI-1298 sequences was
synthesized and identified as P3-LI-2085.

Among the a-helical analogs, P6-Hp-
1891 and the hybrid P3-LI-2085 were the
most active, inhibiting equally both bacterial
strains. P2-LI-1298 analog showed higher
antimicrobial activity against E. coli and
P5-Hp-1935 was the least active of all syn-
thesized peptides. P4-Hp-1971 was the most
active unstructured peptide. Moreover, pep-
tides P4-Hp-1971 and P5-Hp-1935 inhibited
the enzyme butyrylcholinesterase (BChE).

The results demonstrated the potential
of regional anuran amphibian skins as a
source of bioactive natural products.

Exposicion ocupacional a los Agroquimicos.
Evaluacion del Dano Genético y su relacion
con procesos de Estrés Oxidativo
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Carlotta Kleinsorge
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Resumen

Aunque el uso de plaguicidas es nece-
sario, resulta fundamental evaluar los ries-
gos para la salud en los seres humanos
que estan profesional y/o ambientalmente
expuestos a estos agroguimicos. Esta
exposicion puede ocurrir durante la prepa-
racion de la mezcla, en el procesamiento de

carga y/o lavado de los equipos de fumiga-
cién y en el momento de su aplicacion.

El objetivo de este trabajo de Tesis fue
utilizar un conjunto de biomarcadores para
evaluar el dafio inducido por la exposicion
de humanos a mezclas simultaneas de
plaguicidas empleados en los cultivos de
la region Centro-Norte de la provincia de
Santa Fe, con el fin de estudiar los posibles
mecanismos involucrados en su toxicidad
y su relaciéon con aspectos laborales de la
poblacién en estudio.

Se evaluaron dos poblaciones de trabaja-
dores expuestos a mezclas de plaguicidas:
a) 105 trabajadores rurales y aplicadores
del corddn horticola del departamento La
Capital (Santa Fe, Argentina) y 112 donan-
tes como grupo control; b) 48 aplicadores
de plaguicidas en cultivos extensivos que
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trabajan en los departamentos San Cristo-
bal, Las Colonias, San Javier, Garay (Santa
Fe, Argentina) y 50 sujetos que conforma-
ron el grupo control. La valoracién del dafio
generado por exposicion directa a mezclas
de pesticidas se realizd mediante el empleo
de biomarcadores enzimaticos (Butirilcoli-
nesterasa y Acetilcolinesterasa), de estrés
oxidativo (Catalasa, relacion glutatién redu-
cido vs. oxidado y lipido peroxidacién) y de
dano al ADN (Ensayo cometa, de Repara-
cion, dafo oxidativo al ADN y MicronUcleos).

Los resultados mostraron inhibicién de
las enzimas colinesterasas, alteraciones
en el estado oxidativo en los trabajadores
expuestos respecto a los controles, que se
correlaciondé con el dafo al ADN. La antigUe-
dad laboral y el uso de equipo de protec-
cion (EPP) fueron factores que demostraron
estar relacionados con el dafo observado
en ambos tipos de cultivos. Los resultados
obtenidos para cada uno de los biomar-
cadores fueron analizados en funcién de
las mezclas que utilizaron los trabajadores
durante la Ultima semana. Las mezclas con
mayor cantidad de principios activos fueron
las que mostraron los valores extremos en la
mayoria de los biomarcadores.

Las variables cuantitativas fueron dico-
tomizadas (0 y 1), con las variables tanto
cualitativas como cuantitativas dicotomiza-
das se realizd la matriz de similaridad para
observar la relacion entre todas las varia-
bles, lo que permitié caracterizar a los gru-
pos evaluados. Los aplicadores de cultivos
intensivos son los que: preparan mezcla,
usan el EPP, trabajan mas hs, son jévenes,
tienen la primaria completa, no fuman, con-
sumen alcohol. Los trabajadores rurales de
cultivos intensivos: tienen mayor edad, son
la mayoria mujeres, fuman y no preparan
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mezcla, usan algun EPP y consumen alco-
hol. Para el grupo de aplicadores de culti-
vos extensivos, los biomarcadores altera-
dos se relacionaban con los trabajadores
con mayor edad, estudios secundarios
incompletos y una prolongada residencia
en la zona, el habito de fumar y consumir
alcohol, el no uso del EPP la antigiiedad
laboral y las pulverizaciones aéreas.

La determinacion de Odds Ratio (OR)
permite reconocer diferentes parametros
como factores de riesgo o de proteccion
de una exposicion, ademas de identificar
la magnitud de la asociacién. El tiempo de
residencia, el aplicar plaguicidas, el uso del
EPP y la antigliedad laboral marcaron dife-
rencias cuantitativas en algunos biomarca-
dores del grupo horticola. OR en el grupo
de aplicadores extensivos mostré aumentos
en el marcador de dafno oxidativo al ADN
cuando se utilizé el uso de EPP como factor
y para los micronucleos en mucosa bucal.
Los mismos marcadores presentaron en
OR incrementos cuando se considerd anti-
gUedad como factor.

Como conclusiones: La exposicién labo-
ral a plaguicidas, tanto en cultivos intensi-
vos como extensivos de la regién Centro-
Norte de la provincia de Santa Fe, es la
principal fuente de estrés oxidativo y dafo al
ADN en individuos expuestos. La ausencia
del uso de medidas de proteccién durante
la manipulaciéon de plaguicidas, la antigte-
dad laboral y las distintas mezclas utiliza-
das, son factores fundamentales determi-
nantes del impacto de la exposicién. Por
lo tanto: a) se debe recomendar a los agri-
cultores el uso de medidas de proteccion
durante todo tipo de manipulacién de pla-
guicidas; b) se propone que los individuos
expuestos sean monitoreados de manera
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frecuente para minimizar o reducir poten-
ciales efectos daninos de los pesticidas en
el ADN; c) se debe continuar con la evalua-
cién de los riesgos asociados con la expo-
sicién a pesticidas en la poblacion expuesta
de nuestro pais.

Summary

Occupational exposure to agrochemicals.

Genetic damage assessment and its rela-

tionship to oxidative stress.

Although the use of pesticides is neces-
sary, it is important to assess health risks for
humans that are professional and/or envi-
ronmentally exposed to these chemicals.

The aim of this study was to apply a set
of biomarkers for the evaluation of damage
induced in humans exposed simultaneously
to different pesticide mixtures in North-Cen-
tral region of Santa Fe province, in order to
study possible toxicity mechanisms and its
relationship with labor aspects of the stud-
ied population.

Two different populations of workers were
evaluated: a) 105 farm workers and appli-
cators from the horticultural cord of ‘La
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Capital' department (Santa Fe, Argentina)
and 112 donors as control group, b) 48
pesticide applicators working in extensive
crops in San Cristobal, Las Colonias, San
Javier and Garay departments (Santa Fe,
Argentina) and 50 subjects comprising the
control group.

The assessment of damage generated
by direct exposure to pesticide mixtures,
was carried out through oxidative stress,
DNA damage and enzymatic biomarkers in
peripheral blood. The results showed alter-
ations in oxidative status which correlated
with DNA damage in exposed workers. Fac-
tors such as labor length and the use of pro-
tective equipment were found to be related
with the observed damage.

In conclusion: a) farmers should be
advised to use protective measures during
all activities that imply pesticide handling,
b) individuals under exposure risk must be
monitored frequently to minimize potentially
harmful effects of pesticides on the DNA, c)
the evaluation of population risks associ-
ated with pesticide exposure in our country
should proceed.

Anélisis de la Expresion de los Genes bcr-abl
y hoxA9 en Leucemia Mieloide Crdnica

Dr. Tedeschi, Fabian A.
tedeschi@fbcb.unl.edu.ar

Director: Dr. Fabian Esteban Zalazar,
Lugar de realizacion: Laboratorio, Catedra
y/o Departamento: Préctica Profesional
de Bioguimica. Facultad de Bioguimica

y Ciencias Biologicas. Universidad
Nacional del Litoral

Fecha de la defensa: 13 de junio de 2011

Resumen

La Leucemia Mieloide Cronica (LMC) es
un desorden maligno de las células madre
hematopoyéticas, caracterizada por la pre-
sencia del cromosoma Filadelfia -producto
de la translocacién reciproca entre los cro-
mosomas 9 y 22- que genera la fusion de
los genes ber y abl. La proteina quimérica
codificada resultante presenta propiedades
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“leucemogénicas” con un rol importante
en la progresién de la LMC. Por lo gene-
ral la LMC sigue un curso evolutivo bi- o tri-
fasico, con un primer estadio en el cual la
patologia puede ser controlable y desde el
cual, en algunos casos por fallas en el tra-
tamiento o causas de origen desconocido,
evoluciona invariablemente hacia una fase
terminal o crisis blastica que recuerda en
sus signos y sintomas a una Leucemia Mie-
loide Aguda. Aun sigue sin dilucidar com-
pletamente los mecanismos moleculares
que llevan a esta progresion, pero se esta
en la busqueda e identificacion permanente
de posibles genes candidatos que con su
perfil de expresion sean Utiles ya sea para
el seguimiento y monitoreo de la enferme-
dad o para el desarrollo de farmacos capa-
ces de revertir o curar a pacientes con LMC.
EN este sentido, este estudio tuvo como
objetivo analizar cambios en los niveles de
expresion de 3 genes (ber-abl, hoxa9 y junB)
en distintos estadios de la LMC, por RT-
PCR semicuantitativa, expresando y norma-
lizando los valores en relacién al gen con-
trol c-abl.

A diferencia de los estudios previos de
otros investigadores que han estudiado los
niveles de hoxA9 en pacientes con LMC
en muestras Unicas, en nuestro caso las
muestras fueron extraidas desde el mismo
paciente en dos fases distintas del curso
de la enfermedad. Para el total de pacien-
tes analizados se calculé el indice de Sokal,
que se utiliza con fines prondsticos y valora:
edad, tamano del bazo, nimero de plaque-
tas y porcentaje de blastos en sangre peri-
férica. Teniendo en cuenta este indice se
clasificaron a los pacientes en 2 grupos de
riesgo: Bajo (A) e Intermedio/Alto (B). En pri-
mera instancia, realizamos un analisis cua-
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litativo a fin de determinar, en los pacientes
seleccionados, el tipo de rearreglo molecu-
lar ber-abl presente. Del total de pacientes
analizados, un 60 % expresaban el trans-
cripto b2a2. Por otra parte, el rearreglo
b3a2 se detectd en el 30% de los pacientes.
Ambos rearreglos se amplificaron simulta-
neamente en el 10% restante. El tipo de rea-
rreglo hallado en cada una de las muestras,
no mostro ninguna correlacion con el Indice
de Sokal calculado. El paso siguiente fue el
de evaluar la expresion simultanea de los
genes bcr-abl y hoxA9. El grupo de pacien-
tes con los indices de Sokal mas elevados
(B), presentd niveles de expresion del gen
bcr-abl 1.8 veces mayores a los del grupo
de pacientes con mejor pronostico (A)(p<
0.05). Una situacion similar se observo para
el gen hoxA9, para el cual encontramos
niveles de expresiéon 2.8 veces superiores
en el grupo con Indice de Sokal intermedio/
alto, respecto del grupo de mejor pronoés-
tico. No se encontrd ninguna relacion entre
la expresion relativa de hoxA9 (y bcr-abl),
y el tipo de transcripto expresado (b2a2 o
b3a2); tampoco hubo diferencias significa-
tivas en la linea de base de la expresion de
hoxA9 entre los distintos pacientes estudia-
dos. De manera significativa, un paciente
que mostré la mayor relacion hoxA9/abl,
rapidamente ingres6 en crisis blastica
presentando un doble rearreglo bcr-abl,
con evolucién clonal 47XYt(9,22),+8 y su
deceso se produjo cinco meses después.
Ademas, pudimos observar que la expre-
sién de junB fué detectable en todos los
pacientes clinicamente estables y sin cam-
bios en sus niveles de expresion. Por otra
parte, transcriptos de junB no fueron detec-
tables (en 8 de 13 pacientes) o expresados
con niveles muy bajos en pacientes con
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peor prondstico. En consecuencia, nuestros
resultados podrian alentar la posibilidad
de evaluar la participacion de hoxA9 como
regulador negativo de este importante
modulador de apoptosis celular. Llegado
este punto, hay que destacar que ya varios
autores han resaltado que HoxA9 podria
desempenar un papel importante en el
desarrollo o en el mantenimiento del estado
leucémico en pacientes con LMC y se ha
sugerido que esta proteina podria cooperar
con BCR-ABL en la transformacién de célu-
las de médula 6sea. A pesar de ésto, aun
resta conocer de qué manera este proteina
estarfa interactuando en las diversas casca-
das de represion o activacién de sus pro-
bables genes blanco. A la luz de los traba-
jos que indican que la expresién génica de
HoxA9 se mantiene en niveles relativamente
constantes a lo largo de la vida adulta, y
aunque el locus de hoxA9 suele presentar
mutaciones frecuentes y que —a su vez— su
expresion esta sujeta a una regulacion com-
pleja, cambios en los niveles de expresion
en pacientes con LMC, tal como los obser-
vados en este trabajo, podrian sugerir la
participacion de este gen en la progresion
de la patologia. Aunque se necesitan mas
estudios para establecer conclusiones que
afiancen estas consideraciones tedricas,
estos resultados aportarfan informacion adi-
cional sobre los cambios en los niveles de
expresion de genes relevantes en la progre-
sion de la LMC
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Summary

Analysis of ber-abl and hoxA9 Gene

Expression in Chronic Myeloid Leucemia

Chronic myeloid leukemia (CML) results
from the neoplastic transformation of a hae-
matopoietic stem cell. The hallmark genetic
abnormality of CML is a t(9;22)(g34;g11)
translocation, which generates the bcr-abl
fusion gene and a quimeric protein (BCR-
ABL), pivotal in the development of the
disease. Typically, after several years, the
chronic phase of the disease evolves to a
rapidly fatal blast crisis although the molec-
ular mechanisms that underlie BCR-ABL-
mediated tranformation are poorly under-
stood. Other gen that seems to be involved
in myeloid transformation is hoxA9, key reg-
ulator in hematopoiesis, inducing stem cell
spreading and blocking of myeloid differen-
tiation. In addition, the junB gene seems to
be downregulated by HOXA9. In the pres-
ent work, we have analyzed the co-expres-
sion of the bcr-abl, hoxA9 and junB genes
in the follow-up of patients with CML. When
the results were expressed in relation to
abl, two different situations were found: (a)
patients clinically stable at second sam-
pling, with low relative risk at diagnosis (low
Sokal’s score), did not show significant dif-
ferences in both bcr-abl and hoxA9 levels
in the sequential samples analyzed, and
(b) patients with poor prognosis (showing
intermediate or high Sokal's score at diag-
nosis) had increased expression of bcr-abl
as well as hoxA9 genes and decreased junB
expression. Since HoxA9 gene expression
remains at relatively constant levels through-
out adult life, our results could reflect actual
changes in the expression rate of hoxA9 y
junB which could be useful as prognosis
factors during the progression of CML.
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Resumenes Tesis: Maestria en Didactica
de las Ciencias Exprimentales

Las nuevas tecnologias como complemento

al trabajo en el aula

Mg. Miller Daniela
dmuller@fca.unl.edu.ar

Director: Mg. Adriana Engler

Lugar de realizacion: Facultad

de Ciencias Agrarias. Matemética |
Facultad de Ciencias Agrarias-
Universidad Nacional del Litoral-
Esperanza, Santa Fe

Fecha de la defensa: 7 de diciembre
de 2011

Resumen

La Matemética es una barrera dificil de
superar para los alumnos que deben enfren-
tarla en el primer afo de su carrera univer-
sitaria. En general, representa una “asigna-
tura-problema” y alrededor de ella se genera
mucho temor, producto de numerosos fra-
casos, de incomprension de lo estudiado,
de no hallar el sentido de su aplicacion, de
los rendimientos relativamente bajos.

De acuerdo a la experiencia como
docente de la Facultad de Ciencias Agra-
rias, muchos de los alumnos ingresantes
a Ingenierfa Agronémica presentan dificul-
tades para abordar distintos tipos de tex-
tos y carecen de estrategias de aprendizaje
que los conduzcan a establecer relaciones,
comparaciones, interpretaciones, funda-
mentaciones, argumentaciones y ejempli-
ficaciones. Esto se advierte en la dificultad
de interpretacion de consignas en las eva-
luaciones escritas y en el manejo del mate-
rial bibliogréfico. También se observa en
ellos, una escasa transferencia de conoci-
mientos a nuevas situaciones y una mar-

cada disociacién entre los conceptos tedri-
cos y las aplicaciones practicas. Todo esto
se traduce en resultados poco satisfacto-
rios en evaluaciones parciales y finales que
constituyen un aspecto negativo que, en
muchos casos, los conduce a adoptar una
actitud de minimo esfuerzo o de rechazo
hacia la matematica.

Por otra parte, todo el sistema educa-
tivo, asi como nuestra practica docente, se
ven impactados por el desarrollo y la pre-
sencia de las nuevas tecnologias. La cre-
ciente introducciéon de los recursos tecno-
l6bgicos en los procesos de ensefianza y
de aprendizaje de la matemética, ha gene-
rado nuevas posibilidades para mejorarlos
y enriquecerlos. En el desarrollo de distin-
tas actividades matematicas, se considera
que cuanto mas amplias, variadas y com-
plejas sean las relaciones que se establez-
can, mayor sera la capacidad de utilizar los
conceptos implicados, en situaciones coti-
dianas, en la construccion de nuevos signi-
ficados y en el establecimiento de nuevas
relaciones.

A partir de esto se planted la posibili-
dad de crear un escenario diferente para
el aprendizaje, donde la interaccién con el
alumno se encontrara mediada por otras
propuestas de ensefianza que, a través de
diferentes tipos de materiales educativos y
utilizando las nuevas tecnologias, propiciara
la adquisicion y la construccion del conoci-
miento de manera flexible y auténoma. De
este modo, para los alumnos que presen-
taron las dificultades enunciadas y que no
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lograron regularizar o aprobar Matematica |
en el primer cuatrimestre del ano 2009, bajo
una metodologia de investigacion accion,
se disend e implementé una experiencia
utilizando un modelo mixto de aprendizaje
que combind actividades presenciales con
otras virtuales. De los contenidos de Mate-
matica |, para el desarrollo de este trabajo
so6lo se considerd el bloque Funciones. Las
sesiones presenciales se complementaron
con la resoluciéon de guias de estudio que
los alumnos resolvieron utilizando el soft-
ware fFunciones para Windows. Para las acti-
vidades virtuales se configuré la plataforma
Moodle de la Universidad Nacional del Lito-
ral (http://entornovirtual.unl.edu.ar).

Para llevar adelante la propuesta, se tra-
baj6 en profundidad en el disefio y elabo-
racion de las actividades presenciales y
virtuales de manera tal que resultaran varia-
das, de diferente complejidad y que abun-
daran en contenido, tratando de enriquecer
sus posibilidades y de promover la reflexion
sobre lo aprendido. En las mismas se pro-
curd que favorecieran el aprendizaje, que
resultaran adecuadas al entorno donde se
utilizarfan y que en particular, promovieran el
uso de diversos registros de representacion.

De los resultados obtenidos, se consi-
dera que las actividades desarrolladas en
la plataforma virtual enriquecieron las sesio-
nes presenciales, generando nuevos esce-
narios de intervencion didéactica, logrando
acciones y estrategias propias de las cla-
ses presenciales y también de otro espa-
cio que permitié extender las actividades
mas alla del aula. También, la incorporacion
del recurso informético y de las nuevas tec-
nologias al aula de Matematica, mejor¢ la
actitud de los alumnos frente a esta asig-
natura y a todas las actividades que se pro-
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pusieron. Serfa también deseable que este
cambio se tradujera en mejores rendimien-
tos académicos. Sin que esto desanime la
tarea realizada, persistiendo en mis convic-
ciones y apostando a un producto de exce-
lencia, considero que el cambio se dara
posteriormente en todos los érdenes.

Summary

New technologies as a complement

to the work in the classroom

The main problems of the students who
enter to the university are learning difficul-
ties, low academic performance, insufficient
knowledge, poor transfer to new situations
and negative attitude to mathematics.

Moreover, the use of new technologies to
complement classroom activities, are incre-
asingly frequent. One of the emerging pos-
sibilities is the creation of innovative learning
environments to help students access the
content and its representations.

Reflecting on the proper use of these
spaces in specific contexts and processes
of teaching and learning, as appropriate to
the learning needs of students, to support
their cognitive processes, it was decided
to develop an innovative approach to tea-
ching mathematics in Agricultural Enginee-
ring to include the integration of new tech-
nologies. Was implemented an experience
in a blended model, which combined clas-
sroom activities with other virtual activities.
For the development of these was conside-
red that resulted varied, of varying comple-
xity and content, trying to promote reflection
on learning.

From the results, it is considered that the
activities in the virtual platform enriched the
classroom sessions, generating new sce-
narios of intervention in the classroom tea-
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ching, managing own actions and strategies
of classroom and other space that allowed
extending the activities beyond the walls of
the classroom.

Also, the incorporation of new techno-
logies into the classroom of Mathematics,
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improved the attitude of the students deal
with this subject. It would also be desirable
that this change translate into better acade-
mic achievement. Without discouraging the
work done, persisting in my convictions, |
think the change will in all orders.

Hacia un aprendizaje significativo de los test
de hipdtesis en las ciencias experimentales

Mg. Walz, Maria Florencia
fwalz@fbcb.unl.edu.ar

Director: Mg. Elena Teresita Fernandez de
Carrera.

Lugar de realizacion: Facultad de Ciencia y
Tecnologia de la Universidad Auténoma de
Entre Rios. Cétedra: Introduccion a la Bioes-
tadistica del Profesorado en Biologia.

Fecha de la defensa: 16 de Agosto de 2011.

Resumen

La Estadistica nace como una rama de la
Mateméatica con fuertes raices en su ldgica
de razonamiento. Sin embargo, actual-
mente, es una disciplina ampliamente difun-
dida en todas las areas, y se ha convertido
en la herramienta fundamental del método
cientifico. Surge asi, la necesidad de intro-
ducir Estadistica, como asignatura, en
todos los espacios curriculares de carreras
universitarias, independientemente del perfil
u orientacion de la misma. Por lo que debid
ser adaptada y transpuesta para los dis-
tintos casos, especialmente, para aquellos
cuyo eje troncal fueran las Ciencias Experi-
mentales y Sociales (entre otras); en las que
el alumnado posee poco entrenamiento y
uso de la estructura del pensamiento duro,

abstracto o inductivo, dando origen a la
Estadistica Aplicada.

De la Estadistica Aplicada, uno de los
temas inferenciales, ampliamente aplicados,
es “Test de Hipotesis”. El rol que éstos tie-
nen en los disefios empiricos es muy impor-
tante; sin embargo, no siempre, quienes los
emplean poseen una adecuada compren-
sién del concepto. Importantes autores coin-
ciden en que esta herramienta es la peor
comprendida y de la que mas se ha abu-
sado en toda la Estadistica; lo que revela
la existencia de un conocimiento no signi-
ficativo de los Test de Hipotesis haciendo
un uso de los mismos en forma pragmatica
que, potencialmente, podria perjudicar a la
conclusién o discurso cientifico.

Considerandose los posibles obstaculos
en el aprendizaje del concepto y las distin-
tas metodologias de ensefianza del mismo,
se plantea la siguiente hipotesis: La inten-
sificacion de la ensefianza de los concep-
tos Poblacién y Muestra y de las nociones
derivadas de ellos: Parametros y Estimado-
res, a través de simulaciones y resolucion
de problemas reales, mejoran el aprendi-
zaje significativo del tema Test de Hipdtesis
Estadistico.



228

Metodologia: Se trabajo con los alumnos
de las cohortes 2005 y 2006 del Profeso-
rado en Biologia de la Facultad de Ciencia
y Tecnologia de la Universidad Auténoma
de Entre Rios. La cohorte 2005 conformé
la muestra “Control” y la cohorte 2006 la
muestra “Experimental”. Al grupo “Con-
trol” se le dicté la asignatura Introduccién
a la Bioestadistica segun la metodologia
y planificacién seguida hasta el afo 2004,
mientras que para el grupo “Experimental”
se efectuaron modificaciones en ambos
aspectos. En la planificacion se reestructu-
raron los contenidos, la profundidad de los
mismos Yy la carga horaria asignada a las
distintas unidades y en la metodologia se
incentivé al alumno mediante la simulacion
y resolucién de problemas reales (espe-
cificamente diagramados para la orienta-
cién biolégica) y se implementd una activi-
dad tipo investigativa, que debia realizar el
alumno, para el tema Muestra y Poblacion
(Parametros y Estimadores). 'El tema Test de
hipotesis se desarrolld, en ambas cohorte,
con la misma metodologia de ensefianza
e idéntica planificacion de carga horaria y
contenidos.

La evaluacion de la comprension signifi-
cativa de los Test de hipdtesis se realizd, en
ambas cohortes, mediante el anélisis cuan-
titativo y cualitativo de la resoluciéon de un
mismo ejercicio aplicado sobre el tema.
Para el andlisis cuantitativo se confecciono
una grilla en la cuél, cada pregunta del pro-
blema, encerraba diferentes opciones de
respuestas y se estimaron las distintas pro-
porciones, que luego fueron comparadas
mediante pruebas Ji cuadradas. En el ana-
lisis cualitativo se evalud la calidad de las
respuestas, en el sentido de ver si se evi-
denciaba la representacion del significado
del concepto.
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Resultados: La proporcidon de alum-
nos que evidencié mejor comprension, por
mejor resolucion practica del problema en
mas de la mitad de los conceptos involucra-
dos en los Test de hipdtesis, fue estadistica-
mente mayor en el grupo Experimental. La
calidad de las respuestas, especialmente
relacionada a la comprensién del grado de
incertidumbre involucrado en las conclusio-
nes alas que se arriban con los test de hipo-
tesis, fue superior en el grupo experimental.

Conclusién: Podria aceptarse que las
modificaciones propuestas en el programa
y las estrategias didacticas incorporadas
en la planificacion de la asignatura influyen
positivamente en el desarrollo y aplicacion
de la psicologia y filosofia del pensamiento
estadistico inferencial, con su consecuente
comprension acabada de los objetos que
componen el tema.

Summary

Towards a meaningful learning of

hypothesis testing

in the experimental sciences.

Statistics has becoming the essential tool
of the scientific method. Thus, the need ari-
ses to introduce Statistics as a subject in all
the curriculum units of academic majors.
Therefore, Statistics had to be adapted,
especially for those whose backbone were
the Social and Experimental in which the
student body has little training of the induc-
tive and hard thinking, resulting in Applied
Statistics. In which, one applied topics is
the “Hypothesis Test”. Considering the
possible obstacles in the concept learning
and its different teaching methodologies
the following hypothesis is suggested: The
enhancement in the teaching of the Con-
cepts of Population and Sample, and the
notions that are derived from them: Parame-
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ters and Estimators —through the resolution
of real problems improve the significant lear-
ning of the Statistical Hypothesis Test topic.

It has been worked with two cohorts from
the Teacher Training in Biology. The 2005
cohort made up the “Control” sample, and
the 2006 cohort the “Experimental” sample.
The “Control” was given the subject Biostatis-
tics according to the traditional methodology,
whereas modifications in scheduling, con-
tents and depth and works load were intro-
duced for the “Experimental”. The methodo-
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logy, included the simulation and resolution
of real problems and a field activity.

It was observed that the proportion of
students that demonstrated a better under-
standing in more than half of the concepts
involved in the Hypothesis Tests was sta-
tistically larger in the Experimental group.
Hence, it could be accepted that the modi-
fications suggested and the teaching strate-
gies incorporated positively influence mean-
ingful learning of the subject.

Implementacion de Miniproyectos de Investigacion:
Una forma no convencional en los Trabajos Practicos
de Practica Profesional Bioguimica

Mg. Pawluk, Diana B.
dbpawluk@fbcb.unl.edu.ar;
dbpawluk@yahoo.com.ar

Director : Dr. Fabian Esteban Zalazar
Co-Directora: Dra. Plaggio, Marfa Virginia
Lugar de realizacion: Laboratorio Practica
Profesional. Facultad de Bioquimica

y Ciencias Biolégicas. Universidad
Nacional del Litoral

Fecha de la defensa: 11 de agosto 2011.

Resumen

La propuesta pedagdgica de este tra-
bajo consistié en implementar un trabajo
practico (TP) innovador, no estructurado,
mediante el desarrollo de pequenos pro-
yectos de investigacion o “miniproyectos”
con finales abiertos aplicando técnicas de
Biologia Molecular en el Laboratorio de
Anélisis Clinicos. Dado que, en los tiempos
actuales, la educacion asigna una particular
relevancia al campo del conocimiento acti-

tudinal en la curricula de las carreras uni-
versitarias, evaluamos el impacto sobre las
actitudes que experimentaron los alumnos
al realizar una actividad practica no estruc-
turada (Grupo Ensayo), en comparacion
con la de alumnos que hicieron una acti-
vidad préactica tradicional (Grupo Control).
Esta experiencia se desarrollé durante los
trabajos practicos de la Seccién Parasito-
logia y Micologia de Practica Profesional,
Ultima asignatura de la carrera de Bioqui-
mica y Ciencias Bioldgicas de la Universi-
dad Nacional del Litoral. Para evaluar las
actitudes desarrolladas por los alumnos, se
efectuaron observaciones directas, encues-
tas y cuestionarios de tipo abierto y cerrado,
revelandose en éstos una actitud posi-
tiva hacia la realizacion de un trabajo prac-
tico no estructurado. Esta impresion subje-
tiva fue confirmada desde una perspectiva
cuantitativa al aplicarse dos instrumentos
de medicion: Diferencial Semantico y Escala
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Likert, aplicados a un grupo de 46 alumnos
durante tres cuatrimestres de cursado de la
asignatura (2004-2005). Ambos instrumen-
tos abarcaron items que se correspondie-
ron con las siguientes dimensiones: 1. Espi-
ritu critico (opinion); 2. Interés, 3. Confianza;
4. Participacién, compromiso, responsabili-
dad; 5. Motivacion; 6. Agrado o desagrado.

Del analisis de los resultados, se pudo
inferir que los alumnos que participaron en la
realizacion de un TP como miniproyecto de
investigacion demostraron mayor tendencia
hacia actitudes favorables y buena disposi-
cién hacia actividades préacticas innovadoras
en comparacion con el Grupo Control.

La intervencién de los alumnos en la
resolucién de situaciones problematicas
planteadas por el docente, les permitié rela-
cionar los contenidos, manifestar sus cono-
cimientos preexistentes y confrontarlos con
las nuevas experiencias de aprendizaje, en
este caso el disefo de miniproyectos.

La implementacién de esta estrategia de
trabajo con finales abiertos permitié a los
alumnos desarrollar su capacidad de ini-
ciativa, creatividad, autonomia, espiritu cri-
tico y el trabajo participativo de equipo en
la nueva actividad propuesta. Se observé
que los alumnos mediante la blusqueda e
indagacion lograron salir de la pasividad
en sus aprendizajes, tuvieron mayor liber-
tad de expresion y autonomia con respecto
a los TP tradicionales. A modo de conclu-
sion y desde un enfoque constructivista, los
alumnos se convirtieron en sujetos activos
durante su proceso de aprendizaje.

Summary

Implementation of mini research projects:
a non conventional way of practical work
in the Clinical Biochemistry Professional
Practice Course

FABICIB « 2012 » 16

In the present work, the feasibility to
develop an innovative, unstructured practi-
cal activity (miniprojects research with open
ends applying molecular biology method-
ologies) during the course Parasitologia y
Micologia (Practica Profesional, Facultad
de Bioquimica y Ciencias Biologicas, Uni-
versidad Nacional del Litoral) was evalu-
ated. The students (n=46) were divided in
two groups: Test and Control. The student”’s
attitudes in the Test Group was analysed in
comparison to those students which car-
ried out only conventional activities (Control
Group).The performance as well as the atti-
tudes of students, were evaluated by direct
observation, surveys and open as well as
closed questionnaires. Using these instru-
ments, a positive attitude to the unstruc-
tured practical work was observed. This
subjective feeling was confirmed by quan-
titative tools: Semantic Differential and
Likert’s Tests. Both instruments measured
the following dimensions: critical opinion,
interest, confidence, compromise, respon-
sability, motivation and pleasure. It can be
concluded that the students into the Test
Group showed a higher tendency to positive
attitudes. The resolution of the problematic
situation presented by the teacher, enable
the students to relate contents, to express
previous knowledge and confront them with
new learning experiences (miniprojects), ris-
ing in the students their initiative, creativity,
critical opinion, autonomy and teamwork.
It was shown that students , by the search
and the inquiry (during the miniprojects) left
a passive position in their learning, experi-
mented a higher freedom to express their
own ideas as well as a higher autonomy.
In conclusion, from a constructivist point of
view, the students became active subjects
during their own learning process.



