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Resumen

En este trabajo, luego de una breve tentativa de justificar cambios abruptos de
temas de investigacién, se describen los recientes progresos en el estudio de las alteracio-
nes del procesamiento del pre-mRNA del Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator (CFTR)
y los fenotipos patolégicos producidos por dichas alteraciones.

En las formas monosintomaéaticas de fibrosis quistica (CF) variaciones de secuen-
eias polimorficas (T'G),/T, adyacentes al exon 9 en el “3 splice site” producen una mayor

. exclusidn de este exon resultando en altas proporciones de proteina CFTR no funcicnal.
La aecién combinada de factores de splicing ¥ una nueva proteina, TDP43, induce exclu-
si6n del exon 9. Nuestros estudios han identificado la secuencia (UG),, como ¢l objetivo de
TDP43 en el CFTR pre-mRNA v log elementos denominados Exon Splicing Enhancer (ESE},
Exon Splicing Silencer (ESS) e Intron Splicing Silencer (ISS) como los responsables de la
exclusién del exon 9 inducida por los factores de splicing. La variabilidad de individuo a
individuo y en distintos tejidos, de las concentraciones de TDP43 y de los factores de splicing
determina la penetracién parcial del locus (TG), T, en la fibrosis quistica. La importancia
clinica y biolégica de esta observacién es demostrada claramente por el fenotipo severo
visto en pacientes con variaciones extremas de este genotipo y por la posibilidad de rever-
tir el efecto deletereo inhibiendo la sintesis celular de TDP43 mediante oligonucledtidos
antisentido.
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Abstract

This work, after a short attempt to justify abrupt changes in research interests,
describes recent progress in the study of alterations of the Cystic Fibrosis Transmembrane
Regulator (CFTR) pre-mRNA processing and the pathological alterations derived from
this phenomena.

In monosymptomatic forms of cystic fibrosis, variations in the (TG) /T, polymor-
phic repeats at the 3’ end of intron 8 of the cystic fibrosis transmembrane regulator (CI'TR}
gene are associated with the exclusion by the splicing machinery of exon 9. This results in
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high proportions of a non-functional CFTR protein. The combined action of splicing factors
and a new protein, TDP43, induces exclusion of exon 9. Qur studies have shown that the
sequence (UG)m is the target for TDP43 binding in the CFTR pre-mRNA. Furthermore,
additional cis-acting elements were identified such as an Exon Splicing Enhancer (ESE),
an Exon Splicing Silencer (ESS) and an Intronie Splicing Silencer (ISS). These sequences
are responsible of the negative effect of the splicing [actors on exon 9 inclusion. Tissue
levels and individual variability of splicing factors would determine the penetrance of the
{T'G) Ty locus in monosymptomatic forms of cystic fibrosis. The clinical and biclogical
relevance of this finding in vive is clearly demonstrated by the severe phenotype of CF
patients carrying extreme variations of the genotype and by the possibility of preventing
the deleterious exon 9 skipping by inhibiting the synthesis of TDP43 using antisense oli-

gonucleotides.

Key words: Cystic fibrosis; RNA splicing; RNA-protein interactions.

Introduceién -

En la primera parte de mi presenta-
cién deseo describir brevemente una carrera
académica no exdactamente tipica: el trayecto
de un quimico en productos naturales hacia
la biologia molecular y las bases moleculares
de las patologias humanas. Este camino
metodoldgico se inicié poco antes del nacimien-
to de la ingenieria genética -unos 25 afos
atras- y se desarrollé en la aplicacién de esta
tecnologia de investigacién al estudio de los
procesos patolégicos humanos. Particular
atencién dedicaremos a algunas enfermeda-
des hereditarias, como la fibrosis quistica, que
nos proveerd un gjemplo de modelo cientifico
que, partiendo de observaciones clinicas par-
ticulares, nos lleva al andlisis de los mecanis-
mos moleculares de la expresion génica a la
definicién de las alteraciones presentes en los
pacientes, y una vez comprendidas éstas, a la
intervencidn terapéutica especifica con firma-
cos sintéticos.

Completé mi licenciatura en quimica
con un fuerte interés en los problemas biolé-
gicos y en la medicina. Sin embargo, mis pri-
meros pasos en la investigacion fueron en un
campo relativamente alejado de estos temas,
en cuanto decidi aprovechar la oportunidad
de hacer un doctorado en biosintesis de pro-
ductos naturales (alcaloides en plantas y es-
teroides en anfibios) que me ofrecié el Dr.
Eduardo Gros, recién llegado de su actividad
posdoctoral en Estados Unidos y uno de los
mds jévenes y activos investigadores del De-

partamento de Quimica Orgéanica de la Fa-
cultad de Ciencias Exactas y Naturales de la
Universidad de Buenos Aires. Su grupo, al fi-
nal de los afios 60 (Figura 1), fue el ambiente
ideal para reafirmar en forma definitiva mi
vocacién para la investigacién. El aprendiza-
Jje del método cientifico y la satisfaccion esté-
tica y cientifica de mi trabajo de tesis sobre la
biosintesis de cuscohigrina e hyosciamina en
Atropa belladonna fue el motor y la base so-
bre la cual desarrollé mi carrera académica
hasta el presente.

Los pasos sucesivos fueron a través
de la bioguimica a la biologia molecular ya la
asistencia a la Facultad de Medicina de la Uni-
versidad de Buenos Aires, culminando mi pro-
longada vida estudiantil con la convalidacién
de mi titulo de médice en la Universidad de
Napoles. En los paragrafos siguientes descri-
biré brevemente estas etapas.

Quimica de los productos naturales:
Biosintesis de cuscohigrina

La Figura 2, tomada de mi tesis doe-
toral, muestra esquemadticamente el camino
desde la unidad bésica de AcetylCoA al
alcaloide cuscohigrina. Nuestro trabajo
[Baralle F.E. y E.G. Gros, 1969 a y b] demos-
tré que el C1 y C2 de acetyl CoA daban origen
a los dtomos de carbono de la cadena central
del alcaloide. En una segunda etapa se de-
mostrd que el anillo heterociclico se origina a
través de la ciclacion del aminoe acido ornitina
y pudimos demostrar conclusivamente que el
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e

Fig. 1. El grupo de estudio de la biosintesis de productos naturales dirigido por el Dr. Eduarde Gros
alrededor de 1968. De izquierda a derecha: F.E. Baralle, E. Gruifieiro, 1. Mastronardi, E. G. Gros, A. M.
Porto y A. I. Colonna.
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Fig. 2. El camino metabdlico sintético de ornitina y acetyl CoA a cuscohigrina, hiosciamina y cocaina.
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atomo de N contenido en el heterociclo deri-
vado del N6 de la ornitina y no del No [Baralle
FE. y E.G. Gros, 1969 c].

Bioquimica y el paso ala
biologia molecular

Por un periodo, mi obsesidn con la bio-
logia y la bioguimica tuvo un fugaz desahogo
en el Instituto de Investigaciones Biogquimi-
cas de la Fundacién Campomar, donde me
ocupé del mecanismo de traduccién de protei-
nas en el laboratorio del Dr, Israel D. Algra-
nati, inicidndome en las técnicas de biologia
meolecular bajo la valiosa guia de Nélida Gon-
zdlez. Le siguieron breves aventuras en la far-
macologia y luego en la bioquimica. En el la-
boratorio del Dr. Luis F. Leloir usé un poco de
mi experiencia en quimica orgédnica para pre-
parar extractos de lipidos hepéticos, material
de partida para la purificacién del dolichol,
de gran fama posterior. Esta limitada expe-
riencia fue de gran utilidad para eventual-
mente, con la ayuda de César Milstein, llegar
al MRC Laboratory of Molecular Biology, de
Cambridge, donde inicié mi carrera en biolo-
gia molecular a través de la quimica orgdni-
ca, sintetizando oligonucleétidos que luego usé
para determinar la primera secuencia com-
pleta de un RNA mensajero celular eucario-
te: el mRINA de la B globina (Figura 3) [Bara-
lle F.E., 1977 al. Este trabajo fue seguido de
la determinacién de la estructura primaria de
los mRNA de (3 globina en distintas especies
y su papel en la regulacién de la traduccién
del mRNA [Baralle F.E., 1977 b y c; Baralle
F.E. y G.G. Brownlee, 1978] y por la determi-
nacién de la secuencia completa de todos los
componentes del gen de la §§ globina humana
[Proudfoot N.J. y F.E. Baralle, 1979; Baralle
EE., 1980, Lawn R.M., 1980; Slightom J.L.,
1980; Spritz R.A., 1980; Efstratiadis, A., 1980].

En 1980 obtuve los puestos de Profe-
sor de Patologia en la Sir William Dunn School
of Pathology y de Medical Tutor en el
Magdalen College, ambos institutos de la Uni-
versidad de Oxford. En esos afios habia com-
pletado la convalidacién de mis estudios mé-
dicos y estaba fuertemente motivado a traba-
jar en las aplicaciones de la biologia molecu-
lar a la patologia humana. En 1981 iniciamos

nuestros estudios sobre las bases genéticas de
las enfermedades cardiovasculares, en parti-
cular las dislipidemias, y fuimos los primeros
en describir polimorfismos genéticos asocia-
dos a hiperlipidemia, en particular en los
genes codificantes por las apolipoproteinas Al,
CIII e ATV (Figura 4) [Rees A., 1983].

El funcionamiento correcto de los ge-
nes Apo Al y Apo ATV permite mantener nive-
les plasmaticos satisfactorios de la lipoprotei-
na de alta densidad (HDL), una particula li-
poproteica involucrada en el transporte inver-
so del colesterol ¥ por tanto asociado a una
proteccién contra las enfermedades cardiovas-
culares. Se ohservé que una variacion de la
secuencia nucleotidica creaba un nuevo sitio
de corte de la enzima de restriceién Sstl o Sac
(5%} produciendo variantes polimérficas (in-
dicados como 3.2 y 4.2 en la Figura 4) de la
dimensién del fragmento Sst derivado de la
region 3’ del gen de Apo Al. Esta diferencia se
visualiza usando la técnica de Southern blot
(Figura 4B), con la que se estudié la distribu-
cién de este polimorfismo en poblaciones de
individuos normales y en pacientes hiperli-
pémicos y se demostré una asociacién del po-
limorfismo Sst 3.2 con hipertrigliceridemia
[Rees A., 1983].

En esa época se uni6 a nuestro grupo,
en Oxford, un brillante posdoc, el Dr. Alberto
Kornblihtt, quien desarrollé un proyvecto ex-
plorando log aspectos moleculares de la sin-
tesis de la matriz extracelular y que ademads
fue uno de los primeros estudios que demos-
tré el procesamiento diferencial del pre-mRNA
(alternative splicing) [Kornblihtt A.R., 1983;
Kornblihtt A R., 1984 a y b; Kornblihtt A.R.,
1985 y Vibe-Pedersen K., 1984],

En la Figura 5 puede verse que de una
compleja fase de procesamiento del pre-mRNA
resulta una molécula de fibronectina, que si
bien es codificada por un solo gen, puede te-
ner 20 secuencias distintas. Las funciones de
adhesién celular, complejamiento con el cola-
geno, interaccién con la fibrina, etc., pueden
ser modificadas 0 moduladas seguin el proce-
samiento diferencial del pre-mRNA. El caso
més claro es la ausencia en una de las isofor-
mas generadas por un splicing alternativo de
un sitio de unién a las células (LVD) en la re-
gién III CS.
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Fig. 4. A) Esquema de la regién del cromosoma 11 humano donde se encuentra el cluster de los genes
codificantes por las apolipoproteinas Al, CIII y ATV. B) La secuencia 3’ del gen de ApoAl presenta varia-
ciones individuales que resultan en dos posibles fragmentos de restriccién que se evidencian por la
técnica de Southern blot, el fragmento de 4.2 Kb (calle 1) o de 3.2 Kb (calle 2) o el respectivo heterozigota

(calle 3).

Medicina molecular

El paso de Oxford a Trieste fue conco-
mitante con grandes desarrollos en las apli-
caciones de la biologia molecular a la medici-
na (nacimiento de la medicina molecular), y
deseo dedicar la dltima seccién de esta pre-
sentacién a nuestros estudios actuales que
combinando la quimica, la biologla melecular,
la patologia y la medicina nos han permitido
hacer grandes progresos en la comprension
de ciertos aspectos patogenéticos de las en-
fermedades hereditarias, y en particular de
la fibrosis quistica (CF) y enfermedades rela-
clonadas.

El gen que codifica por el Cystic Fi-
brosis Transmembrane Regulator (CFTR) fue
identificado en 1989 como la causa de la fi-

brosis quistica, la enfermedad hereditaria mds
frecuente en la poblacién caucésica [Rommens
J4.M., 1989; Riordan J.R., 1989 y Kerem B.,
1989]. Nuestro interés se centra en un aspec-
to particular de la funcion de este gen, que es
el procesamiento andmalo del exdén 9 del CFTR
pre-mRNA. Fste fenémeno es peculiar del gen
humano, ya que otros mamiferos no presen-
tan un splicing diferenciado del exén 9
[Rozmahel R., 1997 v Niksic M., 1999].

Las Figuras 6A y 6B muestran esque-
maticamente la estructura de la proteina
CFTR y su respectivo mRNA. El splicing del
exén 9 del CFTR produce un mRNA que codi-
fica por una proteina CFTR no funcional. La
regulacién de este splicing alternativo no con-
servado evolucionariamente es muy comple-
ja e involucra varios segmentos regulatorios
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Fig. 6, A) Esquema de la protefna Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator (CFTR). La funcién de las
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e interacciones RNA-proteina. La falta de pro-
porciones variables del exén 9 en el CFTR
mRNA ha sido asociado con las formas lla-
madas fibrosis quistica monosintomaéticas, en-
tre las cuales se encuentran la ausencia con-
génita del vas deferens (CBAVD), pancreati-
tis, poliposis nasal, bronquiectasia y alergia
broncopulmonar aspergilésica. La Figura 6C
muestra esquemdticamente el minigen utili-
zado como modelo en todos nuestros experi-
mentos. Como el gen completo de CFTR es de
un tamafio que lo hace poco manejable, he-
mos introducido la regién de interés en un gen
de c-globina que es mucho mas pequefio y nos
permite manipularlo con facilidad. El minigen
CFTR tiene una pauta de splicing idéntica al
gen endégeno cuando se lo introduce en célu-
las en cultivo por transfeccion,

El gen de CFTR presenta, en la re-
gion del exén 9, una serie de caracteristicas
estructurales particulares de la especie hu-
mana (Figura TA). Entre ellas, nuestra inves-
tfigacién ha identificado el polimorfismo (TG),/
T,, un intronic splicing silencer (ISS) y secuen-
cias exdnicas, enhancer (ESE} y silencers
(ESS) del splicing. Las regiones polimérficas
(TG),/T,, donde “m” variade 9a 13y “n” de 3
a 9, estédn asociadas a un mayor nimero de
moléculas de mRNA procesadas aberrante-
mente (9-). Efectivamente, la cantidad de
mRNA sin el ex6n 9 es directamente propor-
cional a “m” e inversamente proporcional a
“n”. La Figura 7B muestra la relacién del por-
centaje de CFTR mRNA 9- con fenotipos pa-
toldgicos. Es evidente un aumento de pacien-
tes con CBAVD o pancreatitis en aquellos in-
dividuos con un valor menor oigual a 5. Cabe
destacar, asimismo, que no todos los portade-
res de genotipo TS presentan caracteristicas
patolégicas. Esta variabilidad de la penetra-
cidn fenotipica del polimorfismo T5 y de las
otras mutaciones indicadas en la Figura 7,
pueden ser explicados a través de las interac-
ciones de estas secuencias con proteinas nu-
cleares involucradas en el procesamiento del
pre-mRNA, Efectivamente, la secuencia UG/
U (la versién RNA de T/TG) es el objetivo de
una interaccién con una nueva llegada al
mundo del RNA processing, la proteina
TDP43, 1dentificada en nuestro laboratorio
como el componente celular que se une espe-

cificamente a 1a secuencia (UG)m, cuando m
es > que 6, inhibiendo el splicing, sobre todo
en presencia de Ub.

En la Figura 8 se muestra un experi-
mento disefiado para estudiar la interaccién
ENA-proteina usando la técnica de estabili-
zacién covalente por UV, Es clara la diferen-
cia entre el comportamiento de las moléculas
de RNA: aquellas que no poseen la secuencia
(ug) 11 no son capaces de ligar la proteina in-
dicada porla flecha en la Figura 8B. Esta pro-
teina fue identificada como TDP43 [Buratti
E., 2001], un factor nuclear cuya propiedad
de interaccionar con RNA no habia sido des-
cripta previamente. Experimentos funciona-
les también demostraron que esta proteina
tiene un efecto inhibidor sobre el splicing nor-
mal. Efectivamente, altas concentraciones de
TDP43 aumentan la cantidad de CFTR mRNA
9- [Buratti E., 2001].

La identificacién funcional de los ele-
mentos regulatorios de splicing ubicados en
el exén y en el intron del minigen CFTR exén
9 fue llevada a cabo utilizando la técnica de
delecién o mutagénesis selectiva [Buratti E.,
2001 y Pagani F., 2000] y probando la funcio-
nalidad de los mutantes por transfeccién de
los minigenes en células en cultivo acompa-
flados, como indica la Figura 9, con un
plasmido que expresa altas cantidades del
factor de splicing SF2/ASF. El CFTR mRNA
fue extraido de estas células y su composicion
respecto al exén 9 fue analizada por RT-PCR
[Buratti E., 2001 y Pagani F., 2000]. La ban-
da superior contiene el exdn 9; es evidente que
la sensibilidad a la inhibicién de splicing por
ASF/SF2 depende de la presencia combinada
de secuencias exoénicas e intrdnicas. De este
modo se identificaron un exonic splicing
enhancer (ESE), un exonic splicing silencer
(ESS) y un intronic splicing silencer (ISS). De
particular interés es la secuencia ISS, que es
el compaiiero anémalo del factor de splicing
ASF/SF2. En el caso del exén 9 de CFTR, el
factor SF2 tiene paraddjicamente un efecto in-
hibidor (Figura 9), mientras que su funcién
habitual es la de estimular la inclusion de los
exones donde su secuencia de reconocimiento
esta presente,

Finalmente todavia estéd en estudio el
efecto de las mutaciones dentro del exén 9
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tipo clinico. PS: Suficiencia pancredtica. PI: Insuficiencia pancredtica.
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Fig. 8. An4lisis de las interacciones RNA-proteina: Minigenes artificiales que contienen la regién del
CFTR exén 9y secuencias intrénicas adyacentes fueron mutagenizados selectivamente en el polimorfisme
(TGHm/Tn del 3’ splice site y luego transcriptos in vitro. Los RNA resultantes estdn representados esque-
miaticamente en el panel A, el wild type (11ug/7u), 1a doble delecién de (u), y (ug), (Aug/Au), la delecién
de u, (11ug/Au) y la delecién de ng,,. Estos RNAs fueron utilizados en experimentos de UV cross linking
con extractos nucleares {Aug/7u Jpara detalles de la técenica ver ref. 25). Un andlisis de los complejos
ENA-proteina resultantes se muestra en el panel B.
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Fig. 9. Elementos regulatorios involucrados en el splicing alternativo del exén 9 del CFTR pre-mRNA: A)
Esquema de los minigenes utilizados en el experimento indicando el exonic splicing enhancer (ESE)IR,
exon splicing silencer (ESS)= e intronic splicing silencer (1SS)HM . B) Experimentos de funcionalidad
in vivo: Los minigenes fueron introducidos en células en cultivo y luego de 28 horas el RNA fue extraido
y analizade por RT'PCR. Los fragmentos resultantes fueron analizados por separacion electroforética

que permite diferenciar la banda 9+ de la banda 9- y en base a ellas cuantificar las cantidades relativas
de ambos mRNAs.
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sobre el splicing. Este fenomeno es extrema-
damente interesante porque es natural sos-
pechar que mutaciones que cambian el ami-
nodcido van a ser la causa del problema fun-
cional de la proteina, pero no es tan obvio con-
siderar que mutaciones en la secuencia codi-
ficante pueden también causar el efecto pato-
légico a través de un aumento del splicing out
del exén 9. En la Figura 10 se muestran las
mutaciones en la secuencia codificante que
han sido descriptas en el exén 9 y cual de ellas
afecta el RNA processing. La mutacién A455E
es particularmente interesante porque se pre-
senta en pacientes con sintomas clinicos se-
rios a edad muy temprana, pero también se
la ha encontrado en sujetos de més de 60 afios
sin problemas clintcos significativos. La pro-
teina mutada ha sido estudiada y presenta
un grado de funcionalidad aceptable. Nues-
tra interpretacién es que la mutacion causa
un splicing out del exén 9 que cambia de teji-
do a tejido ¥ de individuo a individuo, depen-
diendo de las concentraciones de splicing fac-
tors y TDP43 que son sujetas a variaciones
considerables en la poblacién. Las mutacio-
nes G4248S, 14445 y A455E se encuentran en
secuencias exdnicas que representan enhan-
cers y stlencers de splicing y nos dan una nue-
va Optica para ver las mutaciones, donde el
cambio de la secuencia aminoacidica es ba-
nal, pero el cambio de la secuencia nucleoti-
dica causa un problema radical para el RNA
splicing que resulta en una delecién de un
exdén completo.

/Qué tiene de medicina esta biologia
molecular? El conocimiento preciso del meca-
nismo patolégico molecular nos permite iden-
tificar cudl es el objetivo para una eventual
intervencién terapéutica. Efectivamente, el
hecho que TDP43 inhibe el splicing nos da la
pista a seguir. La inhibicién de la sintesis de
esta proteina con consecuente disminucién de
su concentracion en el nicleo celular deberia
resultar en una mayor inclusion de exén 9 y
por lo tanto en una mayor cantidad de CFTR
mRNA 9+ que se traduce en una proteina fun-
cional.

Un método ampliamente usado para
la inhibicién de la sintesis de proteinas espe-
cificas es el antisentido RNA o DNA. Efecti-
vamente, la introduccién en la célula de se-

cuencias complementarias a las codificantes
que se encuentran en el mRNA resulta en el
bloqueo de las funciones de esta molécula y,
en consecuencia, en la inhibicién de la sinte-
sis de proteinas [Agrawals S., 2000].

Una vez més, la experiencia del ini-
cio de mi carrera en la sintesis orgdnica fue
de gran valor en este tipo de experimentos,
va que el antisentido es simplemente un
oligonucleétido sintético de tamario variable,
en promedio alrededor de 30 nucleétidos, que
es modificado mediante el reemplazo del gru-
po O=P por S=P para extender su vida media
intracelular (Figura 11).

Estos oligonucleétidos pueden ser
agregados al medio de cultivo, y las células
los internalizan o son introducidos en los teji-
dos in vivo. Una vez dentro de las células se
aparean especificamente con el objetivo
mRNA complementario. Esta hibridizacién
obstruye fisicamente el funcionamiento del
ribosoma y/o activa la RNAasaH endégena,
una enzima que degrada especificamente el
mRBNA en regiones doble hélice. La destrue-
c16n del mRNA y la obstruccién de la funcién
del ribosoma resultan en la inhibicién de la
sintesis de la proteina codificada por el mRNA.,
En nuestro caso hemos visto que la interac-
cién de la proteina TDP43 con la secuencia
{GU)m en el 3" splice site del exén 9 del CFTR
pre-mRNA resulta en la exclusién de este exén
y una mayor proporcion de proteina CFTR no
funcional, y por lo tanto, sintomas clinicos de
CF. Al menos en células en cultivo, este pro-
blema puede ser resuelto con el sistema anti-
sentido {Buratti E., 2001]. En la Figura 12A
se indica el sitio de complementariedad en el
CFTR mRNA de 4 oligonucleétidos fosfotiola-
tos antisentido que fueron usados en experi-
mentos (n vitro en células de derivacién he-
patica transfectadas con el minigen CF'TR que
utilizamos para estudiar el splicing alterna-
tivo del exén 9 (Figura 6C). Después de 28
horas de tratamiento, las células fueron cose-
chadas, extraidos el mRNA y proteina y ana-
lizados, respectivamente, por RT-PCR (Figu-
ra 12B) y western blot (Figura 12C). Es evi-
dente el aumento de CFTR mRNA exén 9+
que codifica por la proteina CFTR funcional
(Figura 12B). El efecto del antisentido es con-
firmado por la disminucién de la cantidad de
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Fig. 10. A} Secuencia del exén 9 indicando mutaciones descriptas en individuos con fibrosis quistica de
caracteristicas clinicas variables. B} Andlisis in vivo del pre-mRNA splicing. Es evidente el efecto dife-
renciado de las mutaciones ex6nicas. En particular mientras que el minigen wild type produce 80-85%
de mRNA exén 9+, el minigen portador de la mutacién A455E, que se diferencia en una sola base,
produce sélo 10% de mRNA exén 9+. C) Representacién esquemdtica del porcentaje de exén 9+ CFTR

mRNA estimado, cuantificando las bandas 9+ vy 9- del gel en el panel B.
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Fig. 11. Estructura de los oligodeoxinucledtidos fosfotiolatos. Medificaciones quimicas adicionales pue-
den ser introducidas como la metilacién del anillo ribosa para aumentar la especificidad del antisense y
su vida media intracelular.
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Fig. 12. Efecto de la inhibicién de la sintesis de TDP43 en el splicing de CFTR exdn 9. A) La posicién de
los 4 oligodeoxinucledtidos fosfotiolatos antisentido (T107, TI086, TI155 y TI01318) usados en los expe-
rimentos, es indicada esquemdticamente por las flechas. B) Analisis RT-PCR del CFTR mRNA preduci-
do en las células tratadas con oligodeoxinuclestidos fosforotiates. Es evidente el aumento de CFTR mRNA
exén 9+ cuando las células (Hep3B) son tratadas con TI01318, TI155 y TI086. C} Efecto del dosaje de
TI01318 en la proporeién de CFTR exén 9+ v la consecuente disminucién de la cantidad de TDP43
estimada por western blot.
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proteina TDP43 vista por western blot, que es
paralela al aumento de CFTR mRNA 9+ (Fi-
gura 12C). Podemos decir que si encontrara-
mos el modo de introducir el antisentido o una
molécula orgdnica con propiedades similes en
los tejidos de un individuo con CF derivada
del problema de splicing del exén 9 [Buratti
E., 2001], tendriamos una tratamiento efecti-
vo y especifico para este tipo de fibrosis guis-
tica. Este Gltimo experimento nos lleva a com-
pletar el circulo donde la quimica, la biologia
molecular y la medicina se encuentran y nos
indican un posible camino terapéutico para
aliviar los efectos de una enfermedad heredi-
taria.

Quisiera terminar con una reflexién
sobre el valor de 14 clencia pura que en este
periodo parece siempre maés en peligro de per-
der apoyo a favor de proyectos de transferen-
cla inmediata. Los experimentos descriptos
precedentemente fueron iniciados porque nos
interesaba el conocimiento de la estructura
del mRNA y de los mecanismos de procesa-
miento del pre-mRNA. No obstante este ini-
cio poco auspicioso, desde el punto de vista de
su aplicabilidad inmediata, podemos sin duda
decir que se ha contribuido a comprender el
mecanismo patogenético de una enfermedad,
a racionalizar el tratamiento y a proyectar
nuevas herramientas farmacolégicas para un
tratamiento mas eficiente. Este es un caso
simple e inconcluso, pero si observamos la pro-
duccién cientifica encontraremos abundantes
ejemplos mucho mis claros e importantes, que
indican, sin lugar a duda, que el valor social
de la ciencia no es principalmente su valor
préctico. La investigacion de base vale mu-
cho mas que su retorno econémico hipotético
directo. Su valor fundamental es la creacién
de una competencia técnico cientifica colecti-
va que permite adquirir y difundir innovacién
en el tejido social. En otras palabras, los con-
tenidos especificos y los temas concretos de la
investigacién cientifica son de importancia se-
cundaria. La préctica de 1a investigacion cien-
tifica de base garantiza a sus actores el man-
tenimiento de un alto nivel de calificacién téc-
nico-clentifica que, aunque dispar en las ins-
tituciones de enseiianza y formacién, permi-
ten finalmente el funcionamiento de un siste-
ma industrial productive, innovativo y en evo-

lucién dinamica. La financiacién nacional con-
tinua de la investigacion cientifica es como la
obtencién de un boleto de entrada permanen-
te al stock mundial de los eonocimientos acu-
mulados y no una inversién a corto plazo. Ob-
viamente, hay que estimar correctamente el
esfuerzo financiero que es razonable requerir
a la comunidad en favor de la investigacion
cientifica de base.

Agradecimientos

Mi mas profundo reconocimiento a
mis maestros directos y a aquellos de los que
he tratado de seguir el ejemplo: E. G, Gros, 1.
D. Algranati, M. J. Vernengo, H. N. Torres, L.
F. Leloir, G. G. Browlee, F. Sanger, y a todos
mis amigos, colaboradores y personal de los
institutos en los que he trabajado.

Referencias

Agrawal 5. and E.R. Kandimalla, "Antisense thera-
peutics: ig it ag simple as complementary
base recognition?". Mol. Med. Today 6, 72-
81 (2000).

Baralle F.E. and E.G. Gros, "Biosynthesis of
cuscohygrine in Atropa belladonna from so-
dium acetate-1-"C". Phytochemistry 8, 849
(1969).

Baralle F.E. and E.G. Gros, "Biosynthesis of
cuscchygrine in Atropa belladonna from so-
dium acetate-2-C". Phytochemistry 8, 853
(1969).

Baralle F.E. and E.G. Gros, "Biosynthesis of
cuscohygrine and hyosciamine in Atropa
belladonna from DL-a-methyl-*H-ornithine
and DL-d-N-methyl-*H-ornithine". J. Chem.
Soc. (D) 721 (1969).

Baralle F.E., "Complete nucleotide sequence of the
5' non-coding region of rabbit B-globin
mBNA", Cell 10, 549-558 (1977).

Baralle F.E., "Structure-function relationship of 5'
non-coding sequence of rabbit a-and B-
globin mRNA". Nature 267, 279-281 (1977).

Baralle F.E., "Complete nucleotide sequence of the
5’ non-coding region of human a-and B-
globin mRNA". Cel{ 12, 1085-1095 (1977).

Baralle F.E. and G.G. Brownlee, "AUG is the only
recognisable signal sequence in the 5' non-
coding regions of eukaryotic mRNA". Nafure
274, 84-87 (1978).

Baralle F.E., C.C. S8houlders and N.J. Proudfoot,

' -103 -



Anales Acad. Nae. de Cs. Ex., Fis.

"The primary structure of the human -
globin gene”. Cell 21, 621-626 (1980).
Buratti E., T. Dork, E. Zuccato, F. Pagani, M.
Romane and [ E. Baralle, "Nuclear Factor
TDP-43 and SR proteins promote in vitro
and in vivo CFTR exon 9 skipping". EMBO

<., in press (2001),

Efstratiadis A., J.W. Posakony, T. Maniatis, R.M.
Lawn, C. O'Connel], R.A. Spritz, J.K. Deriel,
B.G. Forget, 8.M. Weilssman, J.L. Slightom,
A E. Blechl, O. Smithies, F.E. Baralle, C.C.
Shoulders and N.J. Proudfoot, "The struc-
ture and evolution of the human (-globin
gene family". Cell 21, 653-668 (1980).

Kerem B., J. M. Rommens, J.A. Buchanan, D.
Markiewicz, TK. Cox, A. Chakravarti, M.
Buchwald and L.C. Tsui, "Identification of
the Cystic Fibrosis gene: genetic analysis".
Science 245: 1073-1080 (1989).

Kornblihtt A.R., K. Vibe-Pedersen and F.E. Baralle,
"Isolation and characterization of cDNA
clones for human and bovine fibronectins".
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80, 3218-3222
(1983).

Karnblihtt A R., K. Vibe-Pedersen and F.E. Baralle,
"Human fibroneetin: molecular cloning evi-
dence for two mRNA species differing by an
internal segment ceding for a structural
domain". EMBO J. 3, 221-226 (1984).

Kornblihtt A.R., K. Vibe-Pedersen and F.E, Baralle,
"Human fibronectin: eell specific alternative
mRNA splicing generates polypeptide
chains differing in the number of internal
repeats”. Nucleic Acids Res. 12, 5853-5868
(1984).

Kornblihtt A R., K. Umezawa, K. Vibe-Pedersen
and F.E. Baralle, "Primary structure of hu-
man fibronectin: Differential splicing may
generate at least 10 polypeptides from a
single gene". EMBO J. 4, 17565-1759 (1985},

Lawn RM., A. Efstratiadis, C. O’Connell and T.
Maniatis, "The nucleotide sequence of the
human $-globin gene". Cell 21, 647-651
(1980).

Niksic M., M. Romano, E. Buratti, F. Pagani and
F.E. Baralle, "Functional analysis of cis-act-
ing elements regulating the alternative
splicing of human CFTR exon 9. Hum. Mol
Gen. 8: 2339-2349 (1999).

Pagani F., E. Buratti, C. Stuani, M. Romano, E.

¥y Nat., tomo 52 (2000): §7-104.

Zuccato, M. Niksic, L. Giglio, D. Faraguna
and F.E. Baralle, "Splicing facters induce
Cystic Fibrosis transmembrane regulator
exon 9 skipping through a nonevolutionary
conserved intronic element". J. Biol. Chem.
275: 2141-21047 (2000).

Proudfoot N.J. and F.E. Baralle, "Molecular clon-
ing of human e-globin gene". PNAS 76:
5435-5439 (1979).

Rees A., C.C. Shoulders, J. Stocks, D.J. Galton and
F.E. Baralle, "DNA polymorphism adjacent
to the human apoprotein Al gene:
relationship to hypertriglyceridaemia™,
Lancet (1), 444-446 (1983).

Ricrdan J.R., J.M. Rommens, B. Kerem, N. Alon,
R. Rozmahel, Z. Grzelezak, J. Zielenski, S.
Lok, N. Plavsic, J.L. Cou, M.L. Drumm,
M.C. Iannuzzi, F.S. Collins and L.C. Tsui,
"Identification of the Cystic Fibrosis gene:
cloning and characterisation of
complementary DNA", Science 245: 1066-
1073 (1989).

Rommens J.M., M.C. lannuzzi, B. Kerem, M.L,
Drumm, G. Melmer, M. Dean, B. Rozmaheal,
J.L. Cole, D. Kennedy, N. Hidaka, M. Zsiga,
M. Buchwald, J.R. Riordan, L.C. Tsui and
F.S. Collins, "Identification of the Cystic Fi-
brosis gene: chromosome walking and
Jjumping". Science 245: 1059-1065 (1989).

Rozmahel R., H.H. Heng, AM. Duncan, X.M. Shi,
J.M. Rommens and L.C. Tsui,
"Amplification of CFTR exon 9 sequences
to multiple locations in the human genome".
Genomics 45, 554-561 (1997).

Slightom J.L., A.E. Blechl and O. Smithies,
“Human fetat ®y- and %v-globin genes: com-
plete nucleotide sequences suggested that
DNA can be exchanged between these
duplicated genes". Cell 21, 627-638 (1980).

Spritz R.A., J K. De Riel, B.G. Forget and S.M.
Weissman, "Complete nucleotide sequence
of the d-globin gene". Cell 21, 639-646 (1980).

Vibe-Pedersen K., A R. Kornblihtt and F.E. Baralle,
"Expression of a human o-globin/Aibronectin
gene hybrid generates two mRNAs by
alternative splicing”. EMBQO J. 3,2511-2516
(1984).

Manuscrito recibido y aceptado en abril de 2001,

; - 104 -



1T

ENTREGA DE LOS PREMIOS
"ACADEMIA NACIONAL DE CIENCIAS EXACTAS,
FISICAS Y NATURALES" y "ERNESTO E. GALLONT"

-ANO 1999 -

Premio "MANUEL BaLanzaT" en Matemadtica
al Dr. Jorcge E. SoLoMin

Premio "WoLrcanc MEckBacH" en Fisica Experimental
P
al Dr. Oscar E. MarTiNEZ

Premio "Juan MANUEL BArRcALA" en Ingenieria Electrénica
al Ing. ANTONIO A. QUIJANO

Premio "OresTe MORETTO" en Ingenieria Geotécnica
al Ing. JORGE A. SUAREZ

Premio "RanweL CarpuTTo" en Neurogquimica
al Dr. ALrsanDroO F. DE Nicora

Premio "VENANCIO DEULOFEU" en Quimica de Productos Naturales
al Dr. Oscar S. GIORDANO

Premio "Horacto J. HARrRINGTON" en Geologia Estructural
al Dr. Epuarpo A. ROSSELLO

Premio "Ernesto E. GaLLont”
-instituidoe por la Sra. Nélida Pedretti de Galloni e hijos-
en Ingenieria Nuclear
al Dr. Darfo F. DELMASTRO



Anales Acad. Nac. de Cs. Ex., Fis. y Neat., tomo 82 (2000): 107-110,

APERTURA DEL ACTO DE ENTREGA DE PREMIOS

Eduardo G. Gros

Presidente de la Academia Nacional de Ciencias Exactas, Fisicas v Naturales
hasta su fallecimiento, el 12 de junio de 2001.

La presente es la séptima oportuni-
dad en que nuestra entrega de premios, uno
de los actos anuales mas importantes que rea-
lizamos, se lleva a cabo en este magnifico au-
ditorio amablemente cedido por la Academia
Nacional de Medicina, a la que deseo expre-
sar mi profundo agradecimiento por su gene-
rosidad.

Nuestra Academia Nacional de Cien-
cias Exactas, Fisicas y Naturales fue creada
en 1874 por un decreto de Mariano Acosta,
quien era gobernador de la provincia de Bue-
nos Aires. Mediante ese decreto del 26 marzo
1874 se establecia la reglamentacién de la
Instruccién Secundaria y Superior por la cual
se determinaba la constitucién y el funciona-
miento de los cuerpos que formarian la Uni-
versidad de Buenos Aires, siendo la Academia
parte de ella.

Afios mds tarde, en 1926, por decreto
del presidente de la Nacién Marcelo T. de
Alvear, la Academia se separé de la Universi-
dad, adquiriendo autonomia como institucién
civil cont sus propios estatutos y reglamentos.

Por 1a ley 14007/50 y su reglamenta-
cién por el decreto 7T500/62, esta Academia,
como todas las existentes en aquellos momen-
tos, dej6 practicamente de funcionar, ya que
una de las reglamentaciones limitaba a 60
afios la edad que debian tener los académi-
cos.

Actorealizado el 12 de noviembre de 1999.

Por esa razén, esta Academia quedd
con s6lo 9 miembros, impidiéndole funcionar,

Su actividad fue retomada posterior-
mente a la emision del decreto 4362/55, que
restableci6é su autonomia.

La nuestra, tal como las restantes
academias nacionales, tiene como finalidad el
estudio y profundizacién de las ciencias para
contribuir a su adelanto y perfeccionamiento
con miras al bien comtn. Para ese propésito
debe congregar a personas conspicuas y re-
presentativas en el cultivo de las ciencias, con
la finalidad de intensificar el estudio o el gjer-
cicio de las mismas; promover el progreso de
sus diferentes disciplinas; estimular la pleni-
tud de las vocaciones intelectuales; difundir
el fruto de sus trabajos; y enaltecer, en el pais
y en el extranjero, el prestigio de la cultura
nacicnal.

Es evidente que para cumplir con
muchos de esos propdsitos es necesario con-
tar con los recursos apropiados. Este hecho
no siempre fue plenamente satisfecho, de tal
manera que en ciertas etapas de su existen-
cia la Academia tuvo un desarrollo muy mo-
deste, haciendo imposible, en términos gene-
rales, llevar a la préctica diversos programas
iniciados en los deseos v aspiraciones de sus
miembros.

K facil comprender entonces que los
esfuerzos de los miembros de la Academia
para camplir con algunos de los mandatos que
le fueron encomendados, resultaron infructuo-
S0s por no contar con los medios materiales
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para llevarlos a cabo.

Sin embargo, varios de los propositos
que justifican su existencia han podido
cumplimentarse, como contribuir, con modes-
tia, al funcionamiento del internacionalmen-
te renombrado Instituto de Botanica
Darwinion; mantener nuestra propia Biblio-
teca; y editar publicaciones periddicas, como
los "Anales”, las "Monografias" y los boleti-
nes "Noticias", ademas de contar con mues-
tra propia pagina en la red internacional ac-
cesible por Internet.

Por otro lado, si recordamos que uno
de nuestros deberes es estimular la plenitud
de las vocaciones intelectuales y difundir el
fruto de sus trabajos para enaltecer el presti-
gio de la cultura nacienal, estamos ahora cum-
pliendo parte de ese mandato, ya que el acto
de premiar tareas cientificas significa otorgar
el reconocimiento que merecen aquellos que,
inadvertidamente para la mayoria de nues-
tra sociedad, empefian su esfuerzo en el desa-
rrolle de las ciencias y consecuentemente
enaltecen el prestigio de nuestra cultura.

En esta aceion de reconocer las labo-
res de nuestros hombres y mujeres de cien-
cia, nuestra Academia tiene un antiguo his-
torial: desde hace décadas instituyé y otorgo
premios a destacados cultores de las ciencias
que nos competen.

En 1927, el Consejo Deliberante de
Buenos Aires instituy6 el premio "Eduardo L.
Holmberg" y encomendé a nuestra Academia
su organizacion y discernimiento. Holmberg
fue un naturalista de excelencia, fundador y
director del Jardin Zooldgice de Buenos Aires
y miembro de esta corporacién durante 47
aiios, desde 1890 hasta 1937.

En 1956 se establecid el premio "Cris-
tébal M. Hicken" en homenaje a otro distin-
guido botdnico y fundador del ya mencionado
Instituto de Botdnica Darwinion, cedido por
él a esta Academia en 1936.

En 1966 se crearon los premios "An-
gel Gallardo" y "Enrique Herrero Ducloux’,
en 1968 el premio "Tedéfllo Isnardi", en 1972
el premio "Enrique P. Villarreal" y en 1982 el
iltimo premio de este tipo, denominado "Al-
berto Gonzéalez Dominguez".

Y digo el dltimo premio de este tipo,
porque a partir de 1992 la Academia estable-

cié otra norma para sus premios. Se progra-
mo v adoptd que cada una de las tres Seccio-
nes que la forman -Matematica, Fisica y As-
tronomia; Ingenieria; y Ciencias Quimicas, de
la Tierra y Biologicas- puedan proponer has-
ta tres distinciones con la denominacién y la
orientacién definida anualmente por cada una
de ellas.

Como norma general se adoptd que
esos premios, que llevan el nombre genérico
de "Academia Nacional de Ciencias Exactas,
Fisicas y Naturales", conlleven, afio a afio, el
nombre de algdn académico, cientifico o tec-
nélogo de reconocido prestigio, fisicamente
desaparecido.

En la presente ocasién el premio en
Matematica se denomina "Manuel Balanzat®,
en homenaje a quien fuera miembro titular
de la Academia durante el periode 1980 a
1994. Balanzat fue un destacado matematico
y un hombre ejemplar con una vida austera
consagrada al servicio de la ciencia y la socie-
dad.

El premio en Fisica Experimental tie-
ne el nombre de "Wolfgang Meckbach", recor-
dando a quien fuera académico correspondien-
te nacional entre 1982y 1998. Conjuntamen-
te con Balseiro y otros destacados cientificos,
Meckbach participé en la creacién de un ins-
tituto de investigacién y ensefianza en Bari-
loche. Tenfa las dotes del maestro que es ca-
paz de generar vocaciones y demostré su ca-
pacidad para adaptarse a los cambios
generacionales.

El premio en Ingenieria Electronica
de denomina "Juan Manuel Barcala", recor-
dando al brillante ingeniero mecanico electri-
cista y a sus valiosos aportes a la investiga-
cién y al desarrollo tecnolégico. Fue profesor
emérito de la Facultad de Ingenieria de la
Universidad Nacional de La Plata y miembro
de la Academia de Ingenieria de la Provincia
de Buenos Aires.

El premio en Ingenieria Geotécnica
lleva el nombre de "Oreste Moretto", por quien
fuera miembro de esta Academia desde 1967
hasta 1997 y su presidente entre 1988 y 1992,
El Dr. Ing. Moretto supo desarrollar conoci-
mientos de vanguardia en tres disciplinas muy
importantes dentro de la ingenierfa: 1a mecé-
nica de suelos, 1a ingenieria de fundaciones y
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las teorias y aplicaciones del hormigén arma-
do.

El premio en Neuroquimica se deno-
mina "Ranwel Caputto" en honor del distin-
guido bioquimico que fuera académico corres-
pondiente en Cérdoba desde 1971 a 1994. Fue
uno de los més intimos colaboradores de Luis
Federico Leloir en sus primeros afios. Esta-
blecido en esa ciudad, se destacé por sus con-
tribuciones a la quimica biolégica, la biofisica,
la genética molecular y la biotecnologia.

El premio en Quimica de Productos
Naturales recibe el nombre de "Venancio
Deulofeu". El Dr. Deulofeu fue miembro titu-
lar de nuestra Academia entre 1946 y 1984, y
presidente de la misma entre 1972 y 1976. Es
considerado come-uno de los pioneros en nues-
tro medio en realizar investigaciones en qui-
mica orgdnica y, en particular, en estudiar
metabolitos secundarios presentes en vegeta-
les del pais. Sus resultados trascendieron
nuestras fronteras.

El premio en Geologia Estructural
rectbe el nombre de "Horacio J. Harrington"
en homenaje a quien fuera miembro titular
de esta corporacién entre 1950 y 1973.
Incursioné en cast todos los campos de la geo-
logia, evidenciando una profundidad y erudi-
cién poco comun. En paleontologia fue sin
dudas una autoridad mundial.

En esta oportunidad, y como lo veni-
mos haciendo desde 1994, se entregara ade-
mas el premio "Ernesto E. Galloni", homena-
jeando a quien fuera miembro titular duran-
te 37 afios y presidente entre 1968 y 1972, Su
labor docente, de investigacion, de organiza-
cion y divulgador de la ciencia, le brindé en
su momento un destacadisimo lugar en el
quehacer académico-universitario nacional.
Este afio el tema elegido para el premio fue la
Ingenieria Nuclear, y deseo aclarar que el pre-
mio consiste en un diploma y la suma de u$s
1.000 sobre la base de una donacién de la Sra.
Nélida Pedretti de Galloni e hijos, realizada
para ese proposito y destinada a investigado-
res de hasta 35 afios de edad.

Por otro lado, nos sentimos muy com-
placidos en informar que por primera vez ha-
remos entrega de certificados de becas para
estudiantes de la Universidad de Buenos Ai-
res en Matematica y en Ciencias Biologicas.

E.G. GROS. Apertura del acto de entrega de premios.

Dichas becas reeiben el nombre genérico de
"In libris carpe rosam" y los fondos para las
mismas provienen de la donacién de Marcelo
G. y Paulo D. Barroso Mastronardi. Como
mencioné, las becas seran en Matematica y
en Ciencias Bioldgicas y son asignadas a los
mejores estudiantes en esas especialidades,
menores de 22 afios al momento de iniciarla.
Se otorgan por periodos no menores de 1 ano
y con una retribucién anual de $ 7.200,

Esperamos poder continuar en esta
senda brindando mayores posibilidades para
que jévenes virtuosos puedan dedicarse exclu-
sivamente a sus estudios.

En este momento deseo agradecer la
labor de los jurados constituidos para discer-
nir cada uno de los premios como las becas
que acabo de indicar. Para todos ellos nuestro
agradecimiento por la desinteresada tarea que
avala el prestigio de estos resultados presen-
tados.

Todos sabemos que la inteligencia,
para ser fecunda, necesita moverse con liber-
tad dentro del orden que ella misma crea y
sustenta; necesita del didlogo; necesita de la
comunicacion para dar testimonio de su con-
tribucién al desarrollo de las ciencias en ge-
neral. Pero sélo con esta libertad no basta. Ella
es una condicién necesaria pero no suficien-
te. Es imprescindible tener los medios nece-
garios para desarrollar las ideas que puedan
surgir en el ambiente de libertad.

Un investigador debe tener ademdés
una profunda vocacién para sobrellevar los
inconvenientes que la falta de apoyo puede
ocasionar. Fso lo sabemos por haberlo vivido
durante décadas de actividad en este queha-
CEr.

Hacer investigacién cientifica en
nuestro medio es, por lo comnin, una tarea di-
ficil, y no lo es sélo por los inconvenientes pro-
pios de abrir caminos virgenes o recorrer otros
poco explorados. Esos inconvenientes son pro-
pios de toda actividad de investigacion cienti-
fica y comunes en todas las latitudes del glo-
bo. Sin embargo, en ciertos pafses, las posibi-
lidades de poder trabajar desahogadamente
se ven facilitadas por las condiciones econd-
micas que los rodean.

A ese respecto, en nuestro medio siem-
pre han habido inconvenientes -de regular a
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marcada imporfancia-, pero estamos obser-
vando que en estos dltimos afios los mismos
tienden a mejorar gracias a la accidn de enti-
dades puablicas, que entendiendo el problema,
estdn haciendo grandes esfuerzos para paliar-
los. Esperemos que ese accionar siga progre-
sando, independientemente del organismo
responsable que actiie.

Al margen de esos problemas, nues-
tros premiados de hoy, y afortunadamente
muchos otros investigadores, trabajaron y tra-
bajan arduamente y continuarén haciendo
clencia para constituirse en modelos de los
jévenes que siglen sus pasos,

Para todos ellos, mis calurosas felici-
taciones.
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