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Resumen

Antecedentes: Las interacciones proteicas participan en una gran cantidad de mecanismos moleculares que rigen los procesos
celulares. La proteina de union a la caja TATA humana (hTBP) interacciona con Antennapedia (Antp) a través de su extremo
N-terminal, especificamente a través de sus homopéptidos de glutaminas. Esta region PolyQ sirve como sitio de union a fac-
tores de transcripcion en condiciones normales, pero cuando se expande genera la ataxia espinal cerebelosa 17 (SCA17),
cuyos agregados proteicos en el cerebro impiden su funcionamiento correcto. Objetivo: Determinar si la region rica en gluta-
minas de hTBP interviene en su interaccion con homeoproteinas y el papel que tiene en la formacion de agregados proteicos
en SCA17. Material y métodos: Se caracterizé la interaccion de hTBP con otras homeoproteinas usando BiFC y se modelo
SCA17 en Drosophila melanogaster dirigiendo hTBPQ80 al cerebro de las moscas usando UAS/GAL4. Resultados: EXxistio
interaccion de hTBP con homeoproteinas a través de su region rica en glutaminas. Los agregados proteicos de hTBP con las
glutaminas expandidas afectaron la capacidad locomotriz de las moscas. Conclusiones: E/ estudio de las interacciones de
hTBP abre la posibilidad para la busqueda de nuevas estrategias terapéuticas en patologias neurodegenerativas como SCA17.

Homeoproteinas. hTBP. Interacciones proteicas. SCA17.

Drosophila in the study of hTBP protein interactions in the development and
modeling of SCA17

Abstract

Background: Protein interactions participate in many molecular mechanisms involved in cellular processes. The human TATA
box binding protein (hTBP) interacts with Antennapedia (Antp) through its N-terminal region, specifically via its glutamine ho-
mopeptides. This PolyQ region acts as a binding site for other transcription factors under normal conditions, but when it expands,
it generates spinocerebellar ataxia 17 (SCA17), whose protein aggregates in the brain prevent its correct functioning.
Objective: To determine whether the hTBP glutamine-rich region is involved in its interaction with homeoproteins and the role
it plays in the formation of protein aggregates in SCA17. Material and methods: We characterized hTBP interaction with
other homeoproteins using BiFC, and modeled SCA17 in Drosophila melanogaster by targeting hTBPQ8O to the fly brain using
UAS/GAL4. Results: There was hTBP interaction with homeoproteins through its glutamine-rich region, and hTBP protein
aggregates with expanded glutamines were found to affect the locomotor capacity of flies. Conclusions: The study of hTBP
interactions opens the possibility for the search for new therapeutic strategies in neurodegenerative pathologies such as SCA17.
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Antecedentes

Estudiar las interacciones proteicas en las células
es importante ya que participan en diversos mecanis-
mos moleculares en condiciones normales. La fun-
ciéon de las proteinas se afecta cuando cambia la
estructura de estas, 10 que ocasiona distintas enfer-
medades neurodegenerativas como ataxias, enferme-
dades de Alzheimer o Parkinson e, incluso, el
desarrollo de neoplasias."®

La proteina de unién a la caja TATA humana (TBP)
forma un complejo multiproteico que determina el sitio
de unién de las ARN polimerasas al reconocer el pro-
motor basal. En su estructura, el extremo C-terminal
altamente conservado de TBP constituye el sitio de
union al ADN formado por 180 aminodcidos, con una
similitud de 100 % con el ratén y 88 % con la mosca
de la fruta. El extremo N-terminal varia en su longitud
y secuencia y se caracteriza por tener una region rica
en glutaminas en el humano (29-42Q), el ratén (13Q)
y la mosca de la fruta (6Q y 8Q).*% Se ha sugerido
que esta region funciona como un puerto de interac-
cién en el complejo de preiniciacién para interactuar
con otras proteinas reguladoras de la transcripcion.”®

Las homeoproteinas son factores de transcripcién
que interaccionan con otros factores transcripcionales
para aumentar su especificidad de unién al ADN o
para regular la expresion de genes que determinan el
desarrollo corporal en los organismos. Recientemente,
en nuestro laboratorio se demostré6 que hTBP esta-
blece interaccidn proteina-proteina con Antennapedia
(Antp) a través de su extremo N-terminal, especifica-
mente a través de sus homopéptidos de glutaminas,
interaccion que modula la actividad transcripcional de
Antp.° Debido a la alta conservacion evolutiva de las
homeoproteinas, surge la pregunta de si hTBP inte-
racciona a través de su region rica en glutaminas
(PolyQ). En condiciones normales, esta region tiene
una alta importancia funcional, ya que se ha repor-
tado su interaccion con otras proteinas reguladoras
de la transcripcion.’®'® El estudio de las interacciones
proteicas de hTBP a través de su region rica en glu-
taminas es altamente relevante, ya que el incremento
del nimero de glutaminas puede alterar la funcion de
esta proteina y ocasionar una enfermedad neurode-
generativa llamada ataxia espinocerebelosa 17
(SCA17), caracterizada por sintomas como ataxia,
demencia, movimientos coréicos y distonia, epilepsia,
sefales piramidales y extrapiramidales, discapacidad
cognitiva e, incluso, trastornos psiquiatricos."”

En nuestro laboratorio utilizamos el modelo de
la mosca de la fruta para estudiar las interaccio-
nes de Antp con TBP en el control genético del
desarrollo, por lo que en este trabajo determina-
mos la interaccion entre la TBP humana (hTBP)
con las homeoproteinas Sex combs reduced (Scr),
Ultrabithorax (Ubx) y Abdominal B (AbdB), mediada
por la regién rica en glutaminas. Realizamos el
modelaje de SCA17 en la mosca de la fruta oca-
sionado por una expansién de 80 glutaminas en
hTBP.

Materiales y métodos

Construccion de los plasmidos
recombinantes

Para analizar las interacciones proteicas se realizé la
construccion de los plasmidos codificantes a las homeo-
proteinas y hTBP. La construccion de pCS2VC155-Ubx,
pCS2VC155-UbxHD y pCS2VC155-AbdBHD se realizd
mediante subclonacion a partir de los vectores
pCS2VNm9-Ubx, pCS2VNm9-UbxHD, pCS2VNmM9-Ab-
dBHD, utilizando las enzimas de restriccion Agel y Xbal
(Thermo Scientific, Estados Unidos). Estos vectores,
junto conlos ya construidos pCAG-mCherry, pCS2VNm9-
hTBP, pCS2VNmM9-hTBPAQ40, pCS2VC155-Antp, pCS-
2VC155-AbdB, pCS2VC155-Scr, pCS2VC155-AntpHD,
pCS2VC155-AbdBHD y pCS2VC155-ScrHD, se propa-
garon en bacterias Escherichia coli TOP10 calcio com-
petentes y se realizd la extraccion de ADN plasmidico
mediante la técnica de lisis alcalina.’®

Analisis de las interacciones proteicas
mediante BiFC

Las interacciones proteicas de hTBP con las
homeoproteinas se analizaron mediante técnica de
complementacion bimolecular fluorescente (BiFC) en
células de epitelio renal humano HEK293." Las célu-
las se cultivaron en medio DMEM pH 7.3 (Sigma,
Saint Louis, Missouri, Estados Unidos) suplementado
con 10 % de suero fetal bovino (SFB) y 1 % de peni-
cilina-estreptomicina en una atmosfera de 95 % de
humedad y 5 % de CO, a 37 °C. Las células HEK293
se sembraron durante 72 horas antes de realizar la
transfeccion en placas de cultivo de seis pozos
(Corning Life Sciences, Lowell, Massachusetts,
Estados Unidos) a una densidad de 1.6 x 10°células/
poZzo.
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Se realizaron co-transfecciones de los plasmidos
pCS2VNmM9-hTBP o pCS2VNmM9-hTBPAQ40 en distin-
tas combinaciones con pCS2VC155-Antp, pCS-
2VC155-Scr, pCS2VC155-Ubx, pCS2VC155-AbdB, 0 sus
versiones que expresan solo el HD: pCS2VC155-UbxHD
pCS2VC155-AntpHD, pCS2VC155-AbdBHD y pCS-
2VC155-ScrHD, junto con el plasmido pCAG-mCherry
como control de eficiencia de transfeccidn. La transfec-
cion se llevd a cabo agregando 2 ug de cada plédsmido
(VN-, VC- y Cherry) por pozo y 1 uL de polietilenimina
a 15 mM por cada pg de ADN. Después de 48 horas
de incubacion, se observo la sefal fluorescente en un
microscopio de epifluorescencia Zeiss Axio Imager 2
(Carl Zeiss, Alemania) con un objetivo 20x. Se tomaron
fotografias de tres campos en los canales de Venus
(BiFC) y de Cherry (control) utilizando tiempos de
exposicién de 100 y 30 ms, respectivamente. Las ima-
genes de las células transfectadas con la reconstitu-
cion de Venus fluorescente se analizaron con el
programa Imaged. El porcentaje de interaccion se
obtuvo con el siguiente calculo:

Venus/Cherry x 100

Estos ensayos se realizaron tres veces por triplicado
y se llevo a cabo un andlisis de varianza de un factor
(ANQVA), asi como una comparacion multiple de medias
de Tukey con ayuda del programa GraphPad Prism 5.0.

Mantenimiento y generacion de cruzas
genéticas de Drosophila melanogaster

Para la generacion de lineas de moscas que expre-
saran hTBP con la region PolyQ normal y expandida,
se utilizaron los plasmidos pUASTattB-hTBP34Q vy
pUASTattB-hTBP80Q, respectivamente, donados
amablemente por el doctor Jun-Ma.?° La integridad de
estos plasmidos se confirmd mediante secuenciacion
por parte de la compafiia Macrogen (Estados Unidos);
la microinyeccion para la generacion de las moscas
transgénicas se realizéd en la compania Best Gene
Inc. (Chino Hills, California, Estados Unidos). Las
lineas de Drosophila melanogaster utilizadas se man-
tuvieron a 20 °C en tubos con comida estandar (agar,
harina de maiz, azucar, levadura y propionato de
sodio) suplementada con levadura activa seca. Para
dirigir de forma tejido-especifica la expresion de las
proteinas de interés, se utiliz6 el sistema binario UAS-
GAL4.2" Para ello se realizaron cruzas genéticas de
las moscas transgénicas con la linea productora
ELAV-GAL4 que dirige la expresion de hTBP en célu-
las progenitoras neurales y gliales del cerebro de
Drosophila.?

Deteccion de hTBP mediante
inmunofluorescencia en el cerebro de
Drosophila

Los cerebros de las moscas adultas de cada grupo
de edad (dos, 10, 20 y 50 dias) que expresaban
hTBP34Q o hTBP80Q se disecaron en paraformalde-
hido a 4 % diluido en PBS 1X con Tritén pH 7 a 0.1 %j;
posteriormente se fijaron en paraformaldehido a 4 %
(peso/volumen) en PBS 1X a temperatura ambiente
durante 60 minutos de acuerdo con Tito et al.*® Los
cerebros fijados se bloquearon durante tres horas en
PBT 1X con 5 % de suero de caballo, 5 % de suero
de cabra y 5 % de suero fetal bovino, después se
afnadio el anticuerpo primario anti-TATA binding pro-
tein (Abcam, ab818) (1:200) y se incubaron toda la
noche a 4 °C. Al término de la incubacion, los cere-
bros se lavaron cinco veces en PBT 1X, se les agregd
el anticuerpo secundario anti-lgG de ratén acoplado
a Alexa Fluor 488 (1:1000) y se incubaron toda la
noche a 4 °C. Posteriormente, se retir el sobrena-
dante y los cerebros se incubaron con DAPI 1:10000
en PBS 1X; finalmente, se montaron en Vectashield
(Vector Laboratories).

Las micrografias de las inmunofluroescencias
fueron obtenidas a través de microscopia confocal
laser con un microscopio Olympus BX61W1 con un
modulo FV1000. Se procesaron seis cerebros por
grupo de edad para cada variante de hTBP expre-
saday se analizaron en tres experimentos indepen-
dientes. Las imagenes obtenidas fueron analizadas
en el programa ImageJ y los resultados se anali-
zaron con ANOVA de dos vias seguido por correc-
ciones de Bonferroni en el programa GraphPad
Prism.

Prueba de escalada en Drosophila

Se utilizaron 20 moscas para cada version de
hTBP (hTBP34Q y hTBP80Q) y de cada grupo de
edad (dos, 10, 20 y 50 dias). Estas moscas se moni-
torearon durante 55 dias y la prueba de escalada
se realizé cada dos dias. La prueba se llevé a cabo
en tubos de vidrio conforme el método descrito por
Barone y Bohmann.?* Se tom6 nota del total de mos-
cas que pasaron los 3 cm en cinco segundos o
menos y las diez repeticiones se promediaron para
después comparar los grupos con andlisis de
ANOVA de dos vias seguido de correcciones de
Bonferroni.
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hTBP interacciona con homeoproteinas a través de su region rica en glutaminas. Para el andlisis de interaccion mediante BiFC se
realizo la coexpresion de las proteinas hTBP y las homeoproteinas Scr/Ubx/AbdB o sus versiones mutantes (diagrama izquierdo). La reconstitu-
cion de la fluorescencia verde de Venus en las células transfectadas de la imagen derecha es indicativa de las interacciones proteina-proteina.
El recuadro superior derecho indica la interaccion en una sola célula. La expresion de la proteina fluorescente Cherry se empleé como control
interno de transfeccion y la interaccion con Antp se utilizé como control positivo (78 %). En todos los casos se muestra el porcentaje de interac-
cion en la esquina inferior derecha de la imagen. Barra de escala de 50 um.

Resultados

Interaccion de hTBP con Scr, Ubx y
AbdB a través de las regiones PolyQ

El andlisis de interaccion realizado mediante BiFC
en la linea celular HEK293 indica que hTBP interac-
ciona con las homeoproteinas Scr, Ubx, y AbdB mos-
trando la sefial fluorescente de Venus en el nucleo de
la célula, ya que al ser factores de transcripcion se
ubican en el nucleo celular. Scr y Ubx presentaron un
porcentaje de interaccién con hTBP de 72 y 70 %,
respectivamente (Figura 1), de forma muy similar al
porcentaje de la interaccion entre hTBP-Antp que se
utilizé como control positivo.® Por otra parte, la interac-
cion con AbdB presentd 95 % de interacciéon con
hTBP, lo que indica una mayor afinidad en la interac-
cion. También se evalud la implicacién de la regién
PolyQ de hTBP al probar el efecto de la delecién de
esta region de glutaminas en hTBPA40 para su inte-
raccion con las homeoproteinas. Los resultados

muestran una reduccién significativa en el porcentaje
de interaccion de hasta 25 % para Scr, 34 % para Ubx
y 49 % para AbdB. Estos resultados fueron similares
al decremento obtenido con la delecion de PolyQ en
hTBP para su interaccion con Antp, que disminuyé de
78 % a 41 %.

Debido a que la region N-terminal de algunas
homeoproteinas contiene regiones PolyQ y otros
dominios funcionales relacionados con la regulacion
de la transcripcion, probamos la interaccion de hTBP
con mutantes que solo contienen la region C-terminal
con el HD de la homeoproteina. Los resultados mos-
traron una disminucién en el porcentaje de interac-
cion: 44 % en Scr, 50 % en Ubx y 61 % en AbdB
(Figura 1). Cuando se probd hTBPA40 con las versio-
nes mutadas de las homeoproteinas, se presentd un
porcentaje aun mas bajo de interacciéon, de hasta
14 % en Scr, 15 % en Ubx y 35 % en AbdB, lo que
evidencié el efecto combinado de la delecién de las
regiones PolyQ, tanto de hTBP como de las homeo-
proteinas en las interacciones.
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Modelaje de SCA17 y formacion de
agregados en el cerebro

Para modelar SCA17, se dirigié la expresiéon de
dos versiones de hTBP en células progenitoras neu-
rales y células gliales embrionarias del cerebro de la
mosca. La inmunodetecciéon mostré que a los dos
dias de edad no se formaron agregados de hTBP en
el cerebro de moscas que expresaron hTBP34Q
(Figura 2A), mientras que las que expresaron
hTBP80Q mostraron  pequefios  agregados
(Figura 2B). De la misma forma, a los 10 dias de
edad, los cerebros con hTBP34Q expusieron una
expresion homogénea sin agregados (Figura 2C),
mientras que los cerebros con la expansion de glu-
taminas 80Q (hTBP80Q) mostraron agregados de
forma focalizada en regiones cerebrales como el
centro motor y antenal mecanosensorial, el neuropilo
ventrolateral “wedge”, el neuropilo ventromedial
“vest’, protocerebro ventrolateral anterior, ganglio
gnatal adulto y comenzaron a aparecer en médula y
[6bulo (Figura 2D’). A los 20 dias, hTBP34Q presentd
una distribucion uniforme de fluorescencia ligera
(Figura 2E’), mientras que hTBP80Q se encontrd en
agregados mas grandes e intensos (Figura 2F’).
A los 50 dias, los cerebros que expresaron hTBP34Q
presentaron pequefos agregados, principalmente en
el ganglio gnatal adulto (Figura 2G’), mientras que
los agregados en el cerebro de moscas que expre-
saron hTBP80Q no mostraron cambio en el tamafio
ni en la intensidad comparados con los de moscas
de 20 dias de edad (Figura 2H’).

Efecto de la expresion de hTBP80Q en la
habilidad de escalada de la mosca

El efecto de la expresion de hTBP34Q y hTBP80Q
en la funcion locomotora de Drosophila no es evidente
en los primeros 15 dias de vida, pues todos los grupos
experimentales se comportaron de forma normal.
A partir de los dias 16, 17 0 18 se presentd un declive
en la habilidad de escalar en las moscas que expresa-
ron hTBP80Q, en comparacién con las moscas que
expresaron hTBP34Q. Al dia 37, solo 70 % de las
moscas que expresaron hTBP80Q lograron pasar la
linea de 3 cm en menos de cinco segundos en com-
paracion con los otros grupos experimentales, en los
cuales mas de 95 % logr6 pasar la marca en el mismo
lapso de tiempo. En el dia 55, se observd un declive
casi total en la habilidad de escalada de la linea que

expresaba hTBP80Q, donde menos de 10 % pudo
superar la prueba, mientras que cerca de 40 % de las
moscas que expresaron hTBP34Q y aproximadamente
70 % de las moscas de los grupos control aun lograban
escalar (Figura 3). Estos resultados indican que las
moscas presentan un impedimento locomotor tardio
cuando expresan hTBP80Q, de manera similar a lo que
ocurre en humanos con la patologia neurodegenerativa
SCA17.

Discusion

En este trabajo mostramos la interacciéon proteica
entre hTBP y las homeoproteinas Scr, Ubx y AbdB,
evidenciando la relevancia de la regién PolyQ de TBP
en estas interacciones. La interaccion de TBP con
otros factores esta implicada en la regulacién de la
transcripcion; se cree que la region rica en glutaminas
podria funcionar como un puerto de acceso al PIC,
influyendo en la regulacion de la expresion génica.”8252
La ausencia del extremo N-terminal de las homeopro-
teinas en su interaccion con hTBP mostrd una dismi-
nucion estadisticamente significativa en el porcentaje
de interaccion, lo que sugiere que las homeoproteinas
poseen, ademas de la region PolyQ, otros motivos
implicados en la interaccién tales como PolyG, YPWM
y SSYF.?*0 Esto es relevante debido a la conservacion
de la funcion transactivadora de los dominios amino-
terminales de las homeoproteinas probadas en este
trabajo en Drosophila, asi como las proteinas Hox en
humanos.®*' Notoriamente, las deleciones de la region
PolyQ de hTBP y el extremo N-terminal en las homeo-
proteinas analizadas mostraron una reducciéon aun
mayor en el porcentaje de interaccion. Estos resultados
sugieren que los dominios conservados en la region
N-terminal de las homeoproteinas interaccionan con la
region PolyQ de hTBP, de forma similar a lo descrito
previamente en Antp con sus homopéptidos Q9 y Q6.°

En el modelaje de SCA17 se tomo en cuenta que el
extremo C-terminal de hTBP tiene 88 % de similitud
con el de Drosophila y aunque el N-terminal no esta
tan conservado, ambos tienen una region rica en glu-
taminas que puede tener una funcién similar en ambas
especies.® En el presente trabajo, el modelaje de
SCA17 con hTBP en Drosophila mostré que los cere-
bros de las moscas que expresaron hTBP80Q presen-
taron agregados desde el dia 2, los cuales se
incrementaron progresivamente hasta el dia 50. Se ha
reportado que la formacién de agregados de proteinas
con la PolyQ expandida también provoca muerte celu-
lar y reduce la expectativa de vida de la mosca.®?3
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Los agregados de hTBP34Q y 80Q se incrementan con la edad de los cerebros de Drosophila melanogaster. La inmunodeteccion de
hTBP mediante fluorescencia permitio visualizar los agregados de hTBP en diferentes tiempos (dos, 10, 20 y 50 dias). A-H: cerebros marcados
con DAPI. A’-H’: inmunofluorescencia para hTBP34Q y hTBP80Q. A”-H”: traslape de las marcaciones de DAPI, hTBP34Q y hTBP80Q. Las
flechas blancas indican algunos de los agregados presentes en los cerebros. Los agregados hTBP80Q incrementan en concordancia con la
edad de la mosca hasta el dia 20, después, al dia 50, no se observan cambios.
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La expresion de hTBP80Q en el cerebro de Drosophila melanogaster afecta su habilidad de escalada. Grupos de 20 moscas de los
genotipos hTBP 34 y 80Q se sometieron a los ensayos de escalada en comparacion con moscas de las lineas ELAV-GAL4 y Oregon (silvestre).
La prueba de escalada se realizo cada dos dias durante 55 dias. Las diferencias significativas entre las moscas que expresaron hTBP80Q y
hTBP34Q estdn marcadas con asteriscos, en donde p < 0.0001 (ANOVA de dos vias con correcciones de Bonferroni). Se realizaron 10 repeti-

ciones por cada grupo.

Nuestros resultados estan en concordancia con la
patologia de las ataxias espinocerebelosas dependien-
tes de la edad, es decir, a mayor edad, mayor mani-
festacion de la enfermedad y, ademds, a mayor
expansion de glutaminas, mayor toxicidad.'220.33-%

La habilidad de escalada de las moscas que expre-
saban hTBP34Q o hTBP80Q a través de la prueba de
geotaxis negativa® se compar6 con los grupos ELAV-
GAL4 y Oregon para evitar tener falsos positivos cau-
sados por la linea productora. Es importante indicar
que las moscas se consideran adultos jévenes a los 10
dias,® por lo que de acuerdo con la naturaleza de la
patologia se obtuvieron resultados negativos en este
intervalo de edad como se esperaba.’” A partir del dia
15, el deterioro locomotor del grupo que expresaba
hTBP80Q en el cerebro fue en incremento y al dia 55
solo 10 % de las moscas podia pasar la marca de
3 cm. Estos resultados nos permitieron concluir que la
expansion de 80Q provoca una afeccién locomotora
severa en comparacion con la 34Q, de forma similar a
lo descrito previamente en otras enfermedades
neurodegenerativas.20:3-35.3:39

El efecto neuropatoldgico de la agregacion de hTBP
en el modelaje de SCA17 puede deberse a la trans-
cripcion alterada debida a un cambio conformacional
de TBP que afecta su unién al ADN, a una desregu-
lacion de la expresion génica debida a la interaccion
anormal con otros factores de transcripcion, al
secuestro de otros factores de transcripcion con
regiones PolyQ o al decremento en la viabilidad celu-
lar y el crecimiento de neuritas.***

El modelaje de la patologia neurodegenerativa de
SCA17 en Drosophila mostrado en este trabajo se ha
utilizado en distintas enfermedades neurodegenerati-
vas como SCA1, SCA3, SCA6 y Huntington,*>* y
puede ser utilizado en otras enfermedades humanas
debido a su facil manejo, ciclo de vida corto y sistema
nervioso sencillo, entre otras ventajas.

Conclusiones
En este trabajo mostramos la interaccion proteica de

hTBP con las homeoproteinas Scr, Ubx y AbdB a tra-
vés de la regiéon PolyQ de hTBP, lo que sugiri6 que
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los dominios conservados en la region N-terminal de
las homeoproteinas interaccionan con la region PolyQ
de hTBP. La importancia funcional de las regiones
PolyQ en estas interacciones contribuye al complejo y
fascinante rompecabezas de la especificidad de las
homeoproteinas en el control genético del desarrollo
en Drosophila. Ademas, al expandir la region rica en
glutaminas de hTBP fue posible modelar la patologia
neurodegenerativa de SCA17 en Drosophila. El estu-
dio de los dominios proteicos involucrados en estas
interacciones proteina-proteina abre la posibilidad
para la busqueda de nuevas estrategias terapéuticas
que permitan bloquear las interacciones que causan
el desarrollo de patologias neurodegenerativas como
SCA17.
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