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PREMIO CHERNY

0001 (185) PAPEL CRITICO DE GALECTINA-1 (GAL1) EN LA
DIFERENCIACION DE CELULAS DENDRITICAS TOLE-
ROGENICAS: RELEVANCIA FISIOPATOLOGICA IN VIVO
EN LA INTERFASE DE INFLAMACION CRONICA Y CAN-
CER. J M llarrequi *, G A Bianco !, D O Croci !, M A Toscano
!, M Salatino *, M E Vermeulen 2, J R Geffner 2, G A
Rabinovich*

iLaboratorio de Inmunopatologia, IByME, CONICET;
2IIHEMA, Academia Nacional de Medicina
<ilarregui@dna.uba.ar>

Las células dendriticas (DC) cumplen un papel fundamental
en la iniciacién y amplificacion de la respuesta inmune adaptativa.
Sin embargo, el establecimiento de un microambiente tumoral o
inflamatorio puede favorecer la diferenciacion de DC con propie-
dades tolerogénicas capaces de silenciar la respuesta inmune. En
el presente estudio, exploramos el impacto de Gall, proteina
incrementada en procesos neoplasicos e inflamatorios, sobre la
capacidad regulatoria de DC utilizando diferentes modelos expe-
rimentales. DC derivadas de médula ésea diferenciadas o madu-
radas en presencia de Gall (DC_,,) exhibieron un perfil regulatorio
CD45RB* IL-10" dependiente de la produccién de IL-27 y de la
activacion de STAT3 en comparacion con DC controles (DC). La
funcion tolerogénica de DC_,, fue confirmada en cultivos
alogeneicos in vitro y desafios antigeno-especificos in vivo
(P<0,01 vs DC). La relevancia fisiopatologica de DC diferencia-
das en presencia de Gall fue demostrada en modelos experimen-
tales de cancer e inflamacion cronica. DC_, demostraron menor
capacidad de proteger ratones singeneicos frente al desafio con
células de melanoma B16 favoreciendo la induccion de toleran-
cia en el microambiente tumoral (IL-10", IFN-&°; P<0,01 vs DC).
El potencial antiinflamatorio de DC__, fue evaluado, utilizando un
abordaje terapéutico, en la encefalomielitis autoinmune experi-
mental. La administracion de DC__, logré suprimir las manifesta-
ciones clinicas e histopatolégicas de la enfermedad autoinmune
desmielinizante, generando supresion de las respuestas
patogénicas Thl7 (IL-17) y Thl (IFN-&) e incremento de la res-
puesta regulatoria de tipo Trl (IL-10"; p<0,01 vs DC). Finalmen-
te, DC provenientes de ratones Lgals1” (DC™*) exhibieron mayor
capacidad inmunogénica in vitro e in vivo (P<0,05 vs DC**). Los
Resultados expuestos demuestran el papel critico de Gall en la
induccion de DC tolerogénicas con profundas implicancias en el
control de procesos inflamatorios y neoplésicos.

0002 (472) PERFIL DE METILACION TUMORAL COMO MAR-
CADOR PARA CANCER DE MAMA . D Marzese *, F E Gago
23,3 Orozco 23, O Tello 4, L M Vargas-Roig °, M Roqué *

Instituto de Histologia y Embriologia de Mendoza (IHEM-
CONICET); ?Area de Ginecologia, Facultad de Ciencias
Médicas, UNCuyo., Servicio de Ginecologia y Obstetricia
- Hospital Italiano de Mendoza.; “Laboratorio Privado de
Anatomia Patoldgica — Mendoza.; °Instituto de Medicina y
Biologia Experimental de Cuyo, (CRICYT - CONICET).
<marzese.diego@fcm.uncu.edu.ar>

La metilaciéon aberrante de genes supresores tumorales es
caracteristica del inicio de procesos tumorales. La liberacion de

de células tumorales (CTCs) a la circulacién puede ser detectable
a partir del perfil de metilacion tumoral (PMT) que al ser aberran-
te, no es enmascarado por el perfil de metilaciéon de las células
sanguineas sanas. De esta manera, la deteccion de CTCs a tra-
vés del PMT podria servir como marcador tumoral. Nuestros ob-
jetivos fueron analizar el PMT a partir de 26 regiones genémicas
en tumores mamarios y ganglios afectados y detectar CTCs en
sangre circulante por el PMT detectado en el tumor. Se partié de
ADN de tejido tumoral, tejido ganglionar linfatico y tejido mamario
normal. El andlisis del PMT se realiz6 mediante la metodologia
"Methyl-Specific Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification”
(MS-MLPA). Esta técnica permite analizar el estado de metilacion
de 26 regiones simultaneamente. Los Resultados fueron analiza-
dos por el software GeneMarkerv1.6 y confirmados por PCR-metil-
especifica (MSP) y secuenciacion bisulfito dependiente (BSP). En
todas las muestras tumorales encontramos por MS-MLPA
metilacion aberrante y el PMT hallado fue especifico para cada
tumor. No detectamos metilacion aberrante en tejido sano ni en
lesiones benignas. En los casos con metastasis ganglionar, el
Perfil de Metilacién Ganglionar (PMG) fue idéntico al PMT, per-
mitiendo inferir el origen de la metastasis. Basados en el PMT
hallado por MS-MLPA, se realizaron ensayos de MSP para el
promotor de rassfl1A en sangre pre-quirargica. De esta manera
se detect6 metilacion aberrante de este gen, evidenciando la pre-
sencia de CTCs. Concluimos que el PMT es especifico para cada
tumor. Su correlacién con el PMG permite determinar el origen
de mestastasis. El PMT permiti6 detectar CTCs, que podria utili-
zarse como marcador para deteccioén precoz, seguimiento y res-
puesta a tratamiento.

0003 (543) EVALUACION DEL EFECTO ANTIOXIDANTE DE LA
VITAMINA E EN ATEROGENESIS INDUCIDA POR
HIPERFIBRINOGENEMIA. M d C Baez ! 2, C LLorens 3, M
Téran *, V Campana ' 2, J A Palma 3, P Pons 4, M Moya * 2

1Céatedra de Fisica Biomédica, U N Cérdoba; 2[ICSHUM, U
N LaRioja; Catedra de Fisica Biomedica FCM UNC; “Cen-
tro  Microscopia  Electrénica, U N  Cordoba
<baezmdc@yahoo.com.ar>

Hiperfibrinogenemia (HF) seria un marcador precoz de
aterogénesis y activaria la via fisiopatolégica del oxido nitrico (NO)
a nivel celular y subcelular de la pared vascular. Se estudi6 la
relacion entre HF inducida, la biodisponibilidad del NO y su re-
percusion en la morfofuncionalidad mitocondrial de células mus-
culares lisas aorticas. Se valor6 el efecto de vitamina E (Vit E)
para estabilizar el estrés oxidativo en aterogénesis. Se usaron
ratas macho:(A)Control; (B)HFx60 dias y (C) HFx60 dias+vit E.
Induccién de HF: con inyeccion subcutanea de adrenalina(0,1mg/
Kg/rata). Vit E se administr6 2mg/rata/dia/oral durante 45 dias. Se
determiné HF(mg/dL), NO (mM) y complejos mitocondriales (1,11,11ly
1V) por espectrofotometria. Se estudié morfologia mitocondrial por
microscopia electrénica (ME). Para estadistica se utiliz6 ANOVA
y Chi Cuadrado (p<0.05 para todos los casos). HFx60 dias(B)
(359+9) fue estadisticamente significativa con respecto al grupo
(A)(203+9)(p<0.001), asociado a una disminucion significativa de
NO entre los mismos grupos: (B)(18.83+1.7) y (A) (23.58+0.08)
(p<0.001). Grupo (C) (205+12) mostré una disminucion significa-
tiva de HF y un aumento significativo de NO (30.96+9.5) con res-
pecto al grupo (A) y (B) (p<0.001). En el grupo tratado con vit E
los valores de ambas variables mostraron concentraciones seme-
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jantes al control. En grupos (B) y (C) disminuyeron
significativamente: el nimero total y medio de mitocondrias y cres-
tas mitocondriales e incremento la matriz intermembranosa y tu-
mefaccion turbia respecto al control(p<0,01). Estas lesiones se
relacionaron con una disminucién significativa en la actividad de
complejos mitocondriales(l a 1V) (p<0.001) cuando se compara-
ron respecto al control y al grupo sin tratar. Vit E revertiria el estrés
oxidativo presente en aterogenesis quizds por aumento de los
factores antioxidantes sobre los prooxidantes (NO) y a nivel
mitocondrial revertiria las lesiones por regulacion de la dinamica
de membranas mitocondriales.

0004 (622) LA INMUNOFILINA FKBP51 SE LOCALIZA EN LA
MITOCONDRIA Y POSEE ACCION ANTIAPOPTOTICAL. |
Gallo !, E Bal de Kier Joffé 2, G Piwien Pilipuk !, M D
Galigniana *®

‘Fundacion Instituto Leloir/lIBBA-CONICET; 2Instituto de
Oncologia A. H. Roffo; *Departamento de Quimica Biolo-
gica de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la
UBA <lgallo@leloir.org.ar>

Las inmunofilinas (IMMs) de alto PM FKBP51 y FKBP52 for-
man complejos con receptores esteroidales via su interaccién con
hsp90. Previamente demostramos que el retrotransporte de GR
depende de FKBP52, la que forma un puente molecular con
dineina. En cambio, poco se sabe sobre la funcion de FKBP51,
por lo que en este estudio analizamos sus propiedades. Image-
nes por microscopia confocal mostraron que FKBP51 es
mayoritariamente mitocondrial (mt-51), lo que fue confirmado por
colocalizacion con marcadores mitocondriales (MitoTracker, Cyt
¢, COX-IV y Tom20), microscopia electrénica y fraccionamiento
celular. La sefial de mt-51 fue abolida por un iRNA especifico En
la organela, mt-51 existe libre y asociada con mt-GR, con el que
co-inmunoprecipita. Diversos estimulos translocaron a mt-51 al
nucleo (ROS, luz UV, TNFa, LPS, etc.) por un mecanismo que
mostré ser dependiente de la despolarizacion de la membrana
mitocondrial y cuya cinética fue similar a la salida de Cytcy ala
translocacion nuclear de mt-hsp70. La sobreexpresién de HSF1
provocé la concentracion nuclear de mt-51, mientras que la IMM
es siempre mitocondrial en células HSF1". La sobreexpresion de
FKBP51 increment6 la sobrevida celular frente a diversos tipos
de injurias, mientras que su knock-down increment6 la muerte por
apoptosis (evidenciada por condensacion nuclear, fragmentaciéon
del DNA, activacion de caspasas, tincion con anexina V, etc). Di-
versos tipos de células tumorales mostraron elevada expresion de
FKBP51 concentrada constitutivamente en el nacleo, en particu-
lar, en los nucleolos colocalizando con nucleofosmina y nucleolina.
Este reclutamiento de la IMM al componente fibrilar denso y
granular del nucleolo se corresponde con acumulacién nucleolar
de rRNAs, tal como se evidenci6 por incorporacion de BrUTP. En
resumen, FKBP51 es una proteina mitocondrial, abundante en
células tumorales donde se concentra en el nucleolo de manera
dependiente de HSF1 y que posee accién antiapoptotica.

0005 (628) UN MECANISMO NOVEL DE INDUCCION DE COX-2
EN LA REGULACION DEL FENOTIPO AGRESIVO EN
CANCER DE MAMA: PARTICIPACION SECUENCIAL Y
OBLIGATORIA DE LA ACIL-COA SINTETASA ACS4, EL
ACIDO ARAQUIDONICO (AA) INTRAMITOCONDRIAL Y
SUS PRODUCTOS LIPOXIGENADOS. P_M Malobertit, A
Duartet, U Orlando?, C Karles?, F Cornejo Maciel!, A F Cas-
tillo, C Paz?, A Solano!, M E Pasqualini?, E J Podesta*

{IIMHNO, Departamento de Bioquimica Humana, Facultad
de Medicina, UBA; ?1ra Cat. Biol. Cel. Embr. His., IBC-
FCM-UNC <malobertipm@hotmail.com>

La enzima cicloxigenasa-2 (COX-2) es la principal isoforma
sugerida como participante en la patogénesis de malignidad, prin-
cipalmente en céancer de colon y mama. En los dltimos afios tam-
bién ha surgido la participacién de las lipoxigenasas (LOX) en la
regulacién de la proliferacion y apoptosis en la patologia tumoral,
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particularmente LOX- 5y 12. Previamente se ha demostrado que
ACS4 también esta involucrada en el cancer hepatocelular y de
colon. El mecanismo propuesto en estas patologias es la dismi-
nucion de la apoptosis por reduccién de AA libre. Hemos demos-
trado previamente que ACS4, también participa en el fenotipo
agresivo en cancer de mama. La sobrexpresion de ACS4 esta
involucrada en una mayor proliferacion, invasiéon y migracion ce-
lular y menor apoptosis. Se midié apoptosis por la técnica de tunel
y por la proteina apoptética BAX por Western blots. En el presente
trabajo confirmamos la participacion de ACS4 en el fenotipo agre-
sivo del cancer de mama por obtencién de lineas celulares esta-
bles inducibles que sobrexpresan ACS4, al igual que las lineas
naturalmente agresivas. ACS4 en estas lineas esta 18 + 2 veces
mas expresada (X + SD n=4 p< 0.01) que en las lineas de ori-
gen. Ademas, demostramos por HPLC, que el contenido de los
productos 5-HETE, 12-HETE y 15-HETE estan aumentados 70,
5y 2 veces respectivamente en la linea agresiva MDA-MB-231
comparado con la no agresiva MCF-7. La inhibicion en la expre-
sion de ACS4 en la linea MDA-MB-231 disminuye el contenido
de 5-, 12- y 15-HETE a los valores de la linea MCF-7. La
sobrexpresion de ACS4 produce un incremento (0.12 + 0.03 vs
0.54 + 0.06 unidades arbitarias, mock vs ACS4 p< 0.05,) en la
expresion de COX-2 medida por Western blot, que es abolido en
presencia de inhibidores de las lipoxigenasas. Estos Resultados
muestran por primera vez la participacion de ACS4, el AA
intramitocondrial y sus productos lipoxigenados como inductores
de COX-2 y como participantes obligatorios en la agresividad en
el cancer de mama.

PREMIO COSSIO

0006 (261) EFECTOS OPUESTOS DE PROGESTERONA E
HISTAMINA A NIVEL TRANSCRIPCIONAL Y PROTEICO
EN HUVEC. Y Powazniak !, A C Kempfer !, J C Calderazzo
t, JH Paiva?, L Keller !, M A Lazzari *

ICONICET, Academia Nacional de
<yaninapowazniak@gmail.com>

Medicina

El VWF y la ADAMTS13 son sintetizados y almacenados en
las células endoteliales. Se ha descripto en cultivos de Hela que
la ADAMTS13 tiene actividad proteolitica en el reticulo
endoplasmatico (RE) rugoso. La histamina (H) induce liberacién
del VWF de una forma Ca?* dependiente a través de su interaccion
con el citocromo P450 en la membrana del RE liso. Esta union
puede ser inhibida por progesterona (P). En el endotelio vascular
se han identificado receptores de P y secuencias en el ADN para
la unién del complejo P-receptor. Se ha descrito que H puede
regular la transcripcion de distintos genes. Objetivo: Se evalua-
ron los cambios producidos por P e H en la sintesis y produccién
de VWF y ADAMTS13 en HUVEC. Metodologias: Cultivo de
HUVEC. Tratamientos: las HUVEC se incubaron con 1uM P (ni-
veles fisiol6gicos) y/o 100 pM H. Se estudiaron los niveles de
mRNA de VWF y ADAMTS13 por real time PCR utilizando el sis-
tema de deteccion de SYBR Green. Se identificaron y cuantifica-
ron las proteinas intracelulares y liberadas de VWF y ADAMTS13
por SDS-PAGE e inmunotransferencia y ELISA. Andlisis estadis-
tico: ANOVA (p=0.05 significativo). Resultados: P no modifica los
niveles de mRNA (p= 0.69), intracelulares (p= 0.61) y liberados
(p= 0.65) de VWF, y de mRNA (p=0.74) y liberados (p=0.73) de
ADAMTS13. Sin embargo, disminuye en 1.4 veces los valores de
ADAMTS13 intracelular. Cuando se combina P y H se produce
un aumento significativo de 6 (VWF) y 30 (ADAMTS13) veces en
los niveles de ambos mensajeros, y de 16 veces en los niveles
de ADAMTS13 liberada. Ademas, se observa una disminucion
significativa de 2 veces de VWF tanto intracelular como liberado.
Discusion: El sinergismo transcripcional de P y H, podria afectar
los niveles de proteina de VWF por la accion de ADAMTS13 en
el RE rugoso. El antagonismo observado en la liberacién de VWF,
podria deberse a la inhibicion por P en la union de H con el
citocromo P450.
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0007 (513) TRANSFECCION INTRAMIOCARDICA DEL GEN DE

VEGF165 EN PACIENTES CON ENFERMEDAD CORONA-
RIA SEVERA SIN OPCION TERAPEUTICA (GENESIS-I).
ENSAYO CLINICO FASE |. RESULTADOS PRELIMINA-

RES. G Vera Janavel ¢, L Favaloro ?, M Diez 2, O Mendiz ?, L
Valdivieso ?, C Cortés ?, R Ratto ?, A Segovia 2, M Daicz 2, F
Salmo 2, F Vaisbuj 2, G Garelli 3, G Montero 2, A Bercovich 3,
M Criscuolo *, A Crottogini *

1Universidad Favaloro; ? Fundacion Favaloro; 3 Bio Sidus
<verajanavel@favaloro.edu.ar>

Hemos demostrado en cerdos con cardiopatia isquémica (CI)
y ovejas con infarto agudo de miocardio (IAM) que un plasmido
codificante para VEGF,, (pVEGF) desarrollado en el pais, en
dosis doble a la maxima usada internacionalmente, induce angio-
arteriogénesis mejorando la perfusion y funcién ventricular sin
efectos adversos. Se recibié autorizacion del Comité de Etica y
ANMAT para realizar un estudio clinico fase | prospectivo, abier-
to, sin grupo control, con el fin de evaluar la seguridad y secun-
dariamente la eficacia de 3,8 mg de pVEGF en 10 pacientes con
ClI sintomética sin chances de revascularizacién. Criterios: 1) de
inclusioén: angor, isquemia y/o viabilidad, fraccion de eyeccion
=30%; 2) de exclusion: IAM, angor inestable, antecedente o de-
teccién de cancer en screening, retinopatia proliferativa,
valvulopatia adrtica y otros criterios estandar. Métodos: inyeccién
intramiocéardica de pVEGF con catéter ventriculografico provisto
de aguja inyectora, en 10 alicuotas distribuidas en zonas
isquémicas seglin camara gamma y eco-estrés. Seguimiento: dia-
rio a 7 dias, mensual a 6 meses y semestral a 2 afios. Resulta-
dos a 3 meses (n=6). Seguridad: el procedimiento fue exitoso, sin
complicaciones relacionadas con el catéter o con el pVEGF. Efi-
cacia:

CF SAQ% SDS FE%
Basal 2,8+0,2 53,4+4,2 12+1,7 47,9+4,3
3 meses 1,4+0,3 80,914,2 8,5+1,8 53,54+4,6
P (Wilcoxon) <0,05 <0,05 =0,08 <0,05

CF: clase funcional de angor. SAQ%: Seattle Angina Question-
naire (evalla calidad de vida en funcién del angor siendo 100%
el maximo). SDS: Summed Difference Score (diferencia estrés —
reposo de scores de isquemia por camara gamma). FE% (eco):
fraccion de eyeccion. Conclusion: a 3 meses, el tratamiento es
seguro, mejora el angor, la calidad de vida y la funcién ventricular,
con una fuerte tendencia a reducir la isquemia miocardica. Estos
Resultados preliminares son alentadores pero no permiten sacar
conclusiones definitivas debido al n reducido, la falta de grupo
control y el corto seguimiento.

0008 (553) LAS BIOPSIAS DE MUSCULO ESQUELTICO MOS-
TRARON ALTERACIONES MITOCONDRIALES SIMILA-
RES A LAS DEL MUSCULO CARDIACO EN PACIENTES
CON INSUFICIENCIA CARDIACA CONGESTIVA. G H
Guzman Mentesana *, R Dominguez 2, R Cérdoba 3, A Baez

1, S Lo Presti !, W Rivarola !, P Pons 4, R Fretes *, P Paglini
1

ICatedra De Fisica Biomédica, Facultad de Ciencias
Medicas Universidad Nacional de Cordoba; 2instituto nacio-
nal del corazon- la rioja; *Sanatorio Allende- Cérdoba -
Argentina; “Catedra de histologia y microscopia electronica
<drguzmanmentesana@argentina.com>

Las mitocondrias representan el 30% del volumen total de los
miocitos del masculo cardiaco, y proveen el 90% de la energia
que ellos requieren. En diversas cardiopatias se han encontrado
anormalidades en la estructura y funcién mitocondrial que podrian
correlacionarse con patrones de hipertrofia, dilatacion y arritmias
cardiacas.Se estudi6 la estructura mitocondrial del musculo es-
quelético y cardiaco en pacientes con insuficiencia cardiaca
congestiva (ICC) para establecer si existe correlacion entre las
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alteraciones de ambos tejidos. Se incluyeron 13 pacientes some-
tidos a cirugia cardiovascular obteniendo biopsias de musculo
pectoral y ventriculo izquierdo. El grupo control (n=5) fueron pa-
cientes con comunicacion interauricular y fraccion de eyeccion >
a 60%; el con ICC (n=8) presentaron cardiopatia isquémica y frac-
cion de eyeccion < a 60%.Las muestras de ambos musculos se
estudiaron en microscopio electrénico y se cuantificaron con el
programa Axionvision estableciendo diferencias significativas con
ANOVA. El musculo esquelético del grupo ICC mostré dilatacién
de crestas, aumento de matriz y reduccion del area en un 75%
con respecto al control (90,86um?+6,87); (550,62um?+56,48)
p<0.0001. Alteraciones similares se observaron en el musculo
cardiaco con una reduccién del 78% en los pacientes con ICC vs
control (160,37um? +9,87); (936,81um?+78,48) p<0.0001. El gru-
po control mostré una reduccién del area mitocondrial del mus-
culo esqulético con respecto al cardiaco, en una relacién 1.1;
similar relacion se encontré en el grupo con ICC. Las alteracio-
nes ultraestructurales de las mitocondrias en musculo esqueléti-
co tienen relacion con las alteraciones mitocondriales en corazén
en paciente que presentan ICC, hecho que permitiria conocer a
partir de una biopsia de musculo esquelético el estado
ultraestructural de la mitocondria a nivel cardiaco. Los presentes
Resultados son un aporte al conocimiento de la fisiopatogenia de
la insuficiencia cardiaca.

0009 (595) FUNCIONALIDAD DE LA GLICOPROTEINA P (Gp-
P) LINFOCITARIA EN LA COLITIS ULCEROSA (CU) .CM
Cortada !, A Gil 2, S Goncalves ?, A Sambuelli 2, M C Rubio 3,
M A Carballo *

ICIGETOX (Citogenética Humana y Genética Toxicoldgica),
Depto. de Bioquimica Clinica, Fac. de Farmacia y
Bioquimica, UBA.; ?Hospital de Gastroenterologia “Dr.
Carlos Bonorino Udaondo”; *Catedra de Farmacologia,
Facultad de Farmacia 'y  Bioquimica, UBA
<eldecata@yahoo.com.ar>

La CU es una enfermedad inflamatoria intestinal crénica en la
que se postula una disregulacion de la respuesta inmune de
mucosa ante antigenos intraluminales en individuos
genéticamente susceptibles. El gen de multirresistencia a drogas
(MDR1) es un candidato de interés en la patogenia y respuesta
terapéutica. MDR1 codifica para la gp-P, expresada en el epitelio
intestinal, linfocitos de la lamina propia y periféricos, funcionando
como una bomba de eflujo transmembrana para glucocorticoides
y otras drogas usadas en la CU. Metodologia: La funciéon de la
gp-P se evalu6 en linfocitos aislados de sangre periférica de pa-
cientes con CU en actividad (n=14) clasificados clinicamente como
refractarios (n=9) o respondedores (n=5) al tratamiento, todos re-
cibieron corticoides y en los refractarios se agregoé tiopurinas o
infliximab. Se estudi6 el eflujo de rodamina 123, sustrato de la gp-
P, en ausencia y presencia del inhibidor Verapamilo (100uM)
determinando la fluorescencia intracelular por citometria de flujo.
Los Resultados se expresaron evaluando el comportamiento de
dos marcadores (M1 y M2) en base al % de células que contie-
nen maxima (M1)/minima (M2) concentracion del colorante, refle-
jando inactividad/actividad de gp-P. Resultados (X+DS):
Respondedores sin inhibidor: M1=48+3 y M2=49+3, con inhibidor:
M1=81+6 y M2=16+6. Refractarios sin inhibidor: M1=28+14 y
M2=70+£15, con inhibidor M1=504+21 y M2=48+22. Utilizando el
test de ANOVA vy post-test de Student-Newman-Keuls, se obser-
varon diferencias significativas en refractarios versus
respondedores (p<0.01) y versus controles sanos (n=68) previa-
mente estudiados (p<0.001) (sin inhibidor M1=47+12 y M2=50+12,
con inhibidor M1=82+8 y M2=14+9). Respondedores y controles
sanos no mostraron diferencias (p>0.05). Conclusiones: los Re-
sultados sugieren 1) un papel relevante de la gp-P en la
refractariedad 2) una posible utilidad de este método en la pre-
diccion de la respuesta y en el estudio del papel de la gp-P en la
patogenia de la CU.

0010 (160) DETERMINACION DEL RH FETAL A TRAVES DEL
ANALISIS MOLECULAR DE ADN FETAL LIBRE EN PLAS-
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MA MATERNO. CV Sesarini !, M L Giménez 2, M A Redal !,
G Izbizky 2, H Aiello 2, P F Argibay *, L Otafio 2

Unidad de medicina molecular y gendémica, instituto de
ciencias basicas y medicina experimental, hospital italia-
no de buenos aires; ?Servicio de Obstetricia, Hospital Ita-
liano de Buenos Aires <krlsesarini@yahoo.com>

Introduccién: El analisis de ADN fetal libre (ADNfl) en plas-
ma materno permite analizar material genético fetal sin realizar
procedimientos invasivos. En mujeres Rh negativas (neg) seria de
importancia para el manejo de la inmunizaciéon Rh. Objetivo: Eva-
luar la factibilidad y eficacia diagnéstica de la determinacion del
genotipo RhD fetal a través del analisis molecular de ADNfl en
plasma de embarazadas Rh neg. Materiales y Métodos: Se ana-
lizaron 40 muestras de sangre de embarazadas Rh neg (edad
gestacional media 31 semanas, rango 17 a 40). Se purific6 ADN
a partir de plasma y se amplificé en un termociclador en tiempo
real una secuencia del exon 7 (gen RHD) con b-Actina como con-
trol interno. Los Resultados se expresaron en prediccion de
fenotipo RhD positivo (pos) y RhD neg y se compararon con el
del recién nacido (RN). Se calculé sensibilidad, especificidad y
valor predictivo. Resultados: Se detectd b-Actina en todas las
muestras analizadas. La prediccion del fenotipo RhD fue correc-
ta en 36 pacientes (90%). Hubo 4 falsos positivos y 0 falsos ne-
gativos. La sensibilidad y especificidad fueron 100% y 71,4%;
respectivamente. El valor predictivo de RhD pos fue 86,7% y RhD
neg 100%. Conclusién: La genotipificacion RHD fetal no invasiva
fue factible en la mayoria de los casos. Los errores diagndsticos
se produjeron en la primera etapa de la serie y correspondieron
a Resultados falsos positivos, sin relevancia clinica dado que no
modifica la conducta habitual donde no se cuenta con ésta infor-
macion. Por el contrario, Resultados falsos negativos, no obser-
vados en el estudio, llevarian a omitir la profilaxis en la paciente
no sensibilizada o perder la oportunidad de diagnéstico y trata-
miento en la sensibilizada. Discusion: El estudio a través de plas-
ma materno limitaria la profilaxis durante el embarazo sélo a mu-
jeres con fetos RhD pos evitando una exposicién innecesaria a
un hemoderivado. La inclusion de otra secuencia del gen permi-
tira aumentar la especificidad del método.

PREMIO FARYNA

0011 (4) ROL CRITICO DE LA EXPRESION DE HEMO
OXYGENASA 1 (HO-1) COMO UN MODULADOR DEL
POTENCIAL INVASIVO DE CELULAS DE CANCER DE
PROSTATA. G Gueron %, M Ferrando *, M Salierno 2, P De
Luca !, A De Siervi?, E Vazquez *

Departamento Quimica Bioldgica, Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales; 2INQUIMAE, Departamento Quimica
Bioldgica, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales
<ggueron@gmail.com>

El cancer de préstata es la segunda causa de muerte por can-
cer en los hombres y es considerada una malignidad letal con gran
incidencia en el mundo. La inflamacién aparece como un factor de
riesgo para esta enfermedad neoplasica. La Hemo Oxygenasa 1
(HO-1), es la isoforma inducible de la enzima limitante en la de-
gradacion del grupo hemo y actGa contrarrestando el estrés
oxidativo e inflamatorio. En este trabajo investigamos la expresion
de HO-1 y sus consecuencias funcionales en lineas tumorales de
prostata sensibles (MDAPCa2b y LNCaP) e insensibles (PC3) a
andrégenos. También observamos el impacto de la modulacion
genética y farmacoldgica de HO-1 en el crecimiento, la invasion y
la migracion celular. Nuestros Resultados muestran que los nive-
les de HO-1 estdn marcadamente disminuidos en PC3 compara-
dos con MDAPCa2b y LNCaP. El tratamiento con hemina (70 puM,
24h), aumento la expresion de HO-1 tanto a nivel proteico como
de mRNA en todas las lineas tumorales y disminuyé la prolifera-
cion (23% y 45% (p<0.05) e invasion (68% y 51.7%, P<0.05) en
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PC3 y MDAPCaz2b respectivamente. Por fotografia ‘time-lapse’ com-
probamos que el tratamiento de PC3 con hemina disminuyd
significativamente la motilidad celular. Para confirmar estos Resul-
tados, se generd la linea estable PC3HO-1, en la cual la
sobreexpresion de HO-1 redujo significativamente la proliferacién
(42%, P<0.05) y migracion (66,4%, P<0.05). El silenciamiento de
HO-1 mediado por siRNA en MDAPCa2b increment6 la prolifera-
cion y la invasion (50% y 71%, p<0.05,respectivamente). Median-
te gene-array de genes involucrados en inflamacién y angiogénesis,
identificamos a MMP9 como un nuevo blanco, cuya actividad y
expresion fue modulada por manipulacion genética y farmacolégica
de HO-1 en las lineas celulares de préstata. Estos Resultados im-
plican por primera vez a HO-1 en la proliferacién, migracion e in-
vasion celular de cancer de préstata sugiriendo su rol potencial
como blanco terapéutico en ensayos clinicos.

0012 (24) LOS NIVELES DE EXPRESION DE LA ISOFORMA A
DEL RECEPTOR DE PROGESTERONA (RPA) MODULAN
LA SENSIBILIDAD A LOS ANTIPROGESTAGENOS EN
CARCINOMAS MAMARIOS EXPERIMENTALES. V
Wargon?, S Giulianelli, J P Cerliani, V Novaro!, C Lanari*

1IBYME <wargon@dna.uba.ar>

A partir de un tumor mamario murino hormono-dependiente se
generaron variantes independientes: C4-HI, sensible al
antiprogestageno RU486 (RU), a partir del cual, se gener6, por
presion selectiva, la variante C4-HIR con resistencia adquirida al
RU; y la variante C4-2-HI con resistencia de novo al RU. Hemos
demostrado que tanto la resistencia de novo como la adquirida
estan asociadas a una menor expresion de RPA. La expresion de
RPA esta silenciada por metilacién de su promotor en el tumor C4-
2-Hl y éste al ser cultivado en plastico mantiene la resistencia al
RU. Sin embargo, células C4-HIR en plastico son sensibles al RU
y expresan RPA. Nuestra hipotesis es que los niveles de RPA de-
terminan la sensibilidad al RU en los carcinomas mamarios. El
objetivo de este trabajo fue a) evaluar la respuesta al RU al culti-
var las células en matrigel, o al reinocularlas in vivo; b) evaluar si
el tratamiento de C4-2-HI con un agente desmetilante induce la
reexpresion de RPA y la sensibilidad al RU y c) comparar el efecto
de RU in vivo en dos lineas de cancer de mama humano, una de
las cuales sobre-expresa PRA. El RU induce muerte celular en
cultivos C4-HI y C4-HIR en matrigel, mientras que células C4-2-HI
son resistentes. Las células C4-HIR, que recuperan la expresion
de RPAy la sensibilidad al RU en plastico, al ser reinoculadas en
ratones crecen mas en presencia de RU que en su ausencia
(p<0.001). Tumores C4-2-HI tratados con el agente desmetilante
5"AZAdc tanto en cultivo en plastico (5x107M; p<0.05) como in vivo
(1 mg/kg/dia; p<0.05) recuperan la expresion de PRA y la sensibi-
lidad al RU. Por ultimo, el crecimiento de tumores generados en
ratones nude con células T47D que sobre-expresan PRA es dis-
minuido en presencia de RU (12 mg/kg/dia; p<0.05). En conclusién
hemos logrado revertir la resistencia de novo al RU mediante un
agente desmetilante y hemos demostrado que los niveles de ex-
presion de RPA median la regresion tumoral inducida por
antiprogestagenos.

CARDIOVASCULAR 01

0013 (134) LOS PEQUENOS PROTEOGLICANOS RICOS EN
LEUCINA DE LA MATRIZ EXTRACELULAR VASCULAR Y
SU RELACION CON LA HETEROGENEIDAD
ENDOTELIAL . G C Calabrese!, S Gazzaniga?, R Wainstok®

iCatedra De Biologia Celular-Facultad De Farmacia Y
Bioquimica - Universidad De Buenos Aires; 2Departamen-
to De Quimica Bioldgica - Facultad de Ciencias Exactas y
Naturales - Universidad de Buenos Aires; ¢ Departamento
De Quimica Bioldgica-Facultad De Ciencias Exactas Y
Naturales- Universidad De Buenos Aires.
<gcalabe@ffyb.uba.ar>



RESUMENES DE LAS COMUNICACIONES

Los pequefios proteoglicanos ricos en leucina (SLRPs),
decorina y biglicano, desempefian papeles importantes en la or-
ganizaciéon de la matriz extracelular vascular y en la regulacion
de la proliferacion y migracién celular, procesos esenciales para
la angiogénesis. Sin embargo, poco se conoce sobre la relacion
que existe entre la produccion de SLRPs y la amplia heteroge-
neidad endotelial. El objetivo del presente trabajo fue estudiar la
produccién y secrecién de los SLRPs en tres lineas endoteliales
murinas cultivadas en condiciones basales. La produccion de los
proteoglicanos de las lineas endoteliales murinas H5V (cardiaca),
1G11 (pulmonar) y REC A-4 (renal) fue evaluada sobre la frac-
cion subcelular correspondiente a las membranas biol6gicas ob-
tenidas por centrifugacion diferencial; mientras que la secrecién
fue analizada en el sobrenadante de los cultivos previa purifica-
cién parcial por cromatografia de intercambio i6nico. En ambos
casos las muestras fueron estudiadas por Western Blot con y sin
digestion previa con condroitinasa ABC. La produccién del
proteoglicano decorina (100 kDa) mostro diferencias significativas
entre las lineas REC A-4 vs 1G11 (P<0.05, n=3) y entre H5V vs
1G11 (P<0.01, n=3). La comparacion relativa de la produccion del
esqueleto proteico (50 kDa) con respecto al proteoglicano mos-
tré6 acumulacién del esqueleto proteico para REC-A4 vy
1G11(P<0.01; n=3). La secreciéon de decorina fue detectada en
las lineas H5V y 1G11 sdlo luego de la degradacion enzimatica.
La produccién del proteoglicano biglicano (100 kDa) no registré
diferencias significativas entre las lineas estudiadas, sin embar-
go se detectaron diferencias significativas en la sintesis del es-
queleto proteico entre REC-A4 vs H5V (P<0.001) y entre REC-
A4 vs 1G11 (P< 0.001). La secrecion de biglicano sélo se detec-
t6 frente a la estimulacién con ECGS. Las lineas celulares mues-
tran diferencias en la glicosilacion del esqueleto proteico, lo que
modificaria la actividad bioldgica de los SLRPs.

0014 (198) INFLUENCIA DEL AYUNO EN LOS EFECTOS DEL
POSCONDICIONAMIENTO ISQUEMICO (PC) EN CORA-
ZON DE RATA SOMETIDO A ISQUEMIA-REPERFUSION .
M d M Jaitovich !, C Sharbati !, R Hermann *, M G Marina
Prendes !, E Savino ¢, A Varela *

1Céatedra de Fisiologia, Facultad de Farmacia y Bioquimica,
uba. Iquimefa-conicet. <gmarina@ffyb.uba.ar>

Trabajos anteriores demostraron que el PC mejora la recupe-
racién funcional en corazones provenientes de ratas alimentadas
ad libitum (AL) sometidos a isquemia global flujo cero (25 min)
(1) - reperfusién (30 min) (RP) y empeora la recuperacién en co-
razones de ratas ayunadas 24 h (AY). El objetivo fue evaluar si
los efectos observados se acompafian de cambios en el consu-
mo de glucégeno, el dafio oxidativo y la necrosis celular. EI PC
consistié en 6 ciclos de RP(10 seg)-1(10 seg) al finalizar la
isquemia sostenida. El dafio oxidativo se evalué mediante la me-
dicion de TBARS y la necrosis celular mediante la determinacion
de la creatina quinasa (CK) liberada al medio. La estadistica se
hizo con ANOVA (n=8). Coincidiendo con trabajos anteriores, los
niveles preisquémicos de glucégeno (ng/100 mg ps) fueron ma-
yores en AY que en AL (321,55+7,23 vs 247,45+4,11 p<0,05) y
similares al finalizar la 1 y la RP (25 min I: 69,23+16,72 (AY) vs
75,23+19,46 (AL); 30 min RP: 88,73+21,60 (AY) vs 93,25+13,90
(AL)). ElI PC aumenté el consumo de glucégeno durante la RP en
ambos estados alimenticios (30 min RP: AY 14,67+3,85 p<0,01
vs AY control; AL 10,33+3,39 p<0,01 vs AL control). ElI PC dismi-
nuyé los niveles de TBARS (nmol/gh) y la liberaciéon de CK (Ul/
gh) en AL (TBARS: 12,12+1,49 vs 20,73+2,1 p<0,05; CK:
79,9+6,05 vs 141,64+6,55 p<0,05), en tanto que en AY no afectd
los niveles de TBARS pero aumenté la liberacion de CK
(55,07+1,63 vs 34,36+1,35 p<0,05). Los Resultados confirman los
efectos beneficiosos del PC sobre la preservaciéon de la viabili-
dad celular y la disminucion del dafio oxidativo en corazones pro-
venientes de ratas AL y demuestran que dicha proteccién se
acompafia de una mayor utilizaciéon de glucégeno. En el caso de
AY, estado en el que esta activado el catabolismo lipidico, los
datos sugieren que la estimulacién de la glucogendlisis durante
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la RP es nociva y la menor recuperacion contractil observada en
trabajos anteriores se deberia a una mayor necrosis celular.

0015 (267) PROGRAMACION DE ALTERACIONES DEL SISTE-
MA DEL OXIDO NiTRICO Y DE LA MORFOLOGIA RENAL
POR RESTRICCION DE ZINC DURANTE LA VIDA FETAL.
AL Tomat?', M Ploder !, R Elesgaray *, S FINELLA*, AM
Balaszczuk !, M A Costa ¢, C Arranz *

1Céatedra de Fisiologia Facultad de Farmacia y Bioquimica
Universidad de Buenos Aires <atomat@ffyb.uba.ar>

Previamente, demostramos que la deficiencia moderada de
zinc durante la vida fetal, la lactancia y/o el crecimiento induce
un aumento de la presién arterial y alteraciones de la funcion y
morfologia renal en la vida adulta, asociados a una disminucion
en la actividad del sistema del oxido nitrico (NO) vascular y renal
Objetivo: Evaluar si los efectos renales de la deficiencia mode-
rada de zinc, observados en la vida adulta, se relacionarian con
alteraciones del sistema del NO y la morfologia renal generadas
durante el periodo nefrogénico (vida fetal y postnatal temprana).
Ratas Wistar hembras recibieron desde el inicio del apareo y du-
rante la lactancia: Dieta control (C, 30 ppm zinc) o Dieta baja (B,
8 ppm zinc). Se estudié la actividad de la NO sintasa (NOS), con
L-[U14C]-arginina, en el rifion de las crias machos de 6 y 21 dias
de vida. Se determin6 el nimero total de glomérulos por rifién,
mediante la técnica de maceracion, en las crias macho de 21 dias
de vida. Se determiné la presencia de signos fibrosis renal me-
diante la coloracién Tricromico de Masson. Los animales B pre-
sentaron una menor actividad de la NOS renal tanto a los 6 como
a los 21 dias de vida con respecto al grupo control (6 dias: C:
247 + 4, B: 188 * 2*; 21 dias: C: 311 + 71, B: 241 + 4*t). Los
riiones de los animales B mostraron menor nimero de glomérulos
que el grupo C (C: 18130 + 385, 12540 + 334*) *p<0.001 vs C;
1p0.01 vs 6 dias. No se observaron signos de fibrosis en el tejido
renal de los animales B a los 6 y 21 dias. La deficiencia de zinc
en etapas tempranas del desarrollo, durante el periodo
nefrogénico, induce una disminucién del nimero de glomérulos y
de la actividad sistema del NO renal. Estas alteraciones consti-
tuirian uno de los posibles mecanismos por los cuales esta inju-
ria nutricional programa, en el adulto, un aumento de la presion
arterial y alteraciones renales.

0016 (368) EFECTOS CARDIOVASCULARES Y METABOLICOS
DE LA SOBREEXPRESION DE TRH DIENCEFALICA EN
UN MODELO DE RATON TRANSGENICO. M S Landa !, S
| Garcia !, M Schuman %, A L Alvarez *, C Pirola *

1 Cardiologia Molecular, Instituto de Investigaciones Médi-
cas A. Lanari, IDIM-CONICET <masillanda@yahoo.com>

La TRH diencefélica (TRHdc) interviene en mdltiples activida-
des fisiologicas. Demostramos que participa en la regulacion de
la presion arterial (PA) en la rata SHR en la que existe una
hiperactividad del sistema reversible con AS que no depende de
la All ni de las hormonas tiroideas. Postulamos que la
sobreexpresion permanente de TRH en ratén transgénico (Tg)
conduciria a un aumento sostenido de PA y desbalance de los
sistemas regulatorios de la ingesta calérica y gasto energético,
independientemente del estado tiroideo. Por método
pletismografico y telemetria los Tg (F7) mostraron nivel de PAS
mayor a los controles C57(C) (F7: 118.7 mmHg +6.2 vs C:105.3
mmHg £7.5). Para comparar el estado metabdlico se midié el peso
corporal que resulté menor en los Tg respecto a los C57 (F7:
28.69+1.96 vs C: 30.70g +1.60, p<0.05). Ademas se midi6 ingesta
de alimento y agua mediante jaulas metabdlicas y observamos
que los ratones Tg presentaron mayores (p<0.001) niveles de
ingesta de alimento (F7: 5.52g+0.30 vs C: 4.61g+0.26) y agua (F7:
5.72ml + 0.55 vs C: 4.53ml + 0.34) respecto a los C57. Confir-
mando el fenotipo de esta cepa, los Tg presentaron mayor con-
tenido de TRHdc que los C57 (RIA) (F7: 668.25+250.3 vs C:
378.03£158.8 pg/mg prot, p<0.05) acompafiado de un aumento
del 64% en la expresion del RNAm de TRH medido por RT-PCR
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en tiempo real. No se observaron diferencias en los niveles de
T3 y T4. De esta manera demostramos que la sobrexpresion de
TRHdc conduce a un aumento de PA, confirmado mediante una
técnica robusta como la telemetria. Ademas, el aumento descripto
de ingesta acompafiado de una disminucién del peso corporal se
deberia a un mayor gasto energético inducido por TRH, en parte,
a través de un aumento de descarga simpatica, sin provocar cam-
bios en el estado tiroideo.

0017 (436) ACTIVACION TEMPORAL DEL SISTEMA RENINA-
ANGIOTENSINA CARDIACO Y EFECTOS DEL TRATA-
MIENTO CON LOSARTAN SOBRE EL REMODELAMIEN-
TO VENTRICULAR POST-INFARTO EN CONEJOS. G E
Gonzéalez!?3, M L Krieger'?3, | M Seropian*?, M A Lépez
Verilli45, M M Gironacci®**®, S Cavallero®>6, V H Tomasi'2?,
L Wilensky*?®, F Matorra*?3, R J Gelpit?®, C Morales?3

lInstituto de Fisiopatologia Cardiovascular; ?Facultad de
Medicina; Universidad de Buenos Aires; “Departamento de
Quimica Bioldgica; °*Facultad de Farmacia y Bioquimica;
5Céatedra de Fisiopatologia <gegonzal@fmed.uba.ar>

Se examind la expresién temporal del receptor AT1 de
angiotensina Il (R-AT1; western) y los niveles de Angiotensina Il
(All; ELISA) cardiacos post-infarto en conejos. Asimismo, se estu-
diaron los efectos del Losartan (L; 12.5 mg/Kg/d) en los parametros
funcionales e histolégicos cuando el tratamiento fue iniciado tem-
prana y tardiamente post-infarto (3hs y 15 dias respectivamente) y
fue mantenido durante periodos de 3y 5 semanas. R-AT1 aumen-
té en la zona de infarto a los 15 y 35 dias (P<.05). All aumento
(P<.05) a las 24hs en septum y a los 4 dias en la zona de infarto,
disminuyendo luego progresivamente. La administracion temprana
de L redujo los macréfagos (4.15+0.05 vs 3,05+0.02) y los linfocitos
(2.2340.05 vs 1.48 +0.01) a los 4 dias en la zona de infarto. El tra-
tamiento por 5 semanas redujo el colageno en la cicatriz (IM:
70.5+2.35%; IM+L: 57.5+2.48; P<.05) y, los macré6fagos y linfocitos
persistieron en dicha zona. A los 35 y 56 dias las curvas presion-
volumen diastélicas de animales no tratados se desplazaron a la
derecha (P<.05), este desplazamiento fue aiin mayor en grupos
tratados por 5 semanas (P<.05). La disminucién de la contractili-
dad en los grupos no tratados y en los tratados durante 5 sema-
nas, fue atenuada luego de 3 semanas de tratamiento. La expre-
sion temporal del R-AT1 y All post-infarto en conejos fue diferente
a la previamente descrita para otras especies. El tratamiento du-
rante 5 semanas modificé desfavorablemente el remodelamiento
post-infarto mientras que el tratamiento durante 3 semanas atenué
dicho efecto. El enlentecimiento del proceso reparativo observado
con 5 semanas de tratamiento podria haber determinado el
remodelamiento adverso.

0018 (567) DANO MIOCARDICO POR REPERFUSION: ESPE-
CIES REACTIVAS DEL OXIGENO (EROS) VS.
REACTIVACION DEL INTERCAMBIADOR NA+/H+ (NHE-
1. SM Mosca?, J C Fantinellit, C Garciarena !, | L Ennis %, G
Pérez !, H E Cingolani *

1Centro de Investigaciones Cardiovasculares, Facultad de
Ciencias Médicas, UNLP <gustavop4l@hotmail.com>

La restitucion del flujo sanguineo al miocardio isquémico es la
mejor estrategia terapéutica para reducir el tamafio de infarto (TI).
Sin embargo, esta maniobra es causa del dafio por reperfusion, el
cual podria deberse a la explosién de EROs o a la reactivacion del
NHE-1 que ocurre en este periodo. Nuestro objetivo fue dilucidar
este interrogante en un modelo de isquemia regional en corazén
aislado de rata, en el cual se realiz6 un periodo de 40 min de oclu-
sién coronaria seguidos de 2 hs de reperfusion. Tl y area de riego
(AR) se evaluaron por tincion con TTC y azul de Evans. Se estu-
diaron los efectos de 3 intervenciones farmacoldgicas al inicio de
la reperfusion: eliminaciéon de EROs (2-mercaptopropionilglicina,
MPG, 2 mmol/L), inhibicién del NHE-1 (cariporide, C, 10 pmol/L) o
inhibicion de fosfodiesterasa-5A (sildenafil, S, 1 umol/L). Se deter-
mind Tl 'y peroxidacion lipidica (TBARS) y la fosforilacion de ERK1/
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2, p90rsk y del NHE-1 en el sitio de consenso de la proteina 14-3-
3. Las 3 intervenciones redujeron el Tl y la fosforilacion del NHE-1
en magnitud similar. Sin embargo, mientras C y MPG redujeron
TBARS, S no las afecté.

Tl TBARS P-ERK1/2 P-p90rsk P-NHE-1
(% de AR)  (nmol/g de (% del (% del (% del
tejido) control) control) control)
control 28+2 n=10 10+1 n=10 23557 n=4  232#57 n=4 207+30 n=4
MPG 13+£2* n=6 4+1* n=6 89+9* n=4 97+15* n=4  122+15* n=4
(03 13+£2* n=7 5+1* n=7 118+19* n=4 109+20* n=4 128+15* n=4
S 10£3* n=8  9+1 n=5 26426 n=4  223+18 n=4 123+6* n=4

*P<0.05 vs control. La combinacién de intervenciones no mejoré
la proteccién. Tl: C+MPG (14 + 2 %, n=10), C+S (9 £ 3 %, n=5)
or MPG+S (13 = 3 %, n=6). Nuestros datos sugieren que el dafio
por reperfusion resultaria de la reactivacion del NHE-1, siendo la
explosion de EROs un mero disparador de la misma. Los Resul-
tados obtenidos con S permiten sugerir ademas que es posible
reducir el Tl disminuyendo la fosforilacién del NHE-1 a pesar de
mantener las EROs elevadas.

0019 (648) INTERACCIONES ENTRE LA INSULINA Y LA
ANGIOTENSINA Il EN EL CONTROL CENTRAL DE LA
PRESION ARTERIAL. M A Mayer?, J Gianit, C Hocht!, F
Dominicit, E Silberman?, J Opezzo', M Gironaccit, C Taira?,
B Fernandez!, A M Puy6*

lFacultad de farmacia ay
<mayer_marcos@hotmail.com>

bioquimica  uba

La angiotensina Il (Angll) puede modificar la respuesta a la
insulina. Sin embargo, no se ha estudiado la influencia de la insulina
sobre la via de sefializaciéon de la Angll. Con el objetivo de eva-
luar si la insulina modifica centralmente la respuesta a la Angll, ratas
Sprague-Dawley macho, de 350 gramos, fueron anestesiadas con
una mezcla de cloralosa/uretano y se les canulé una arteria carétida
para la medicion de la presion arterial media (PAM). Se colocé una
aguja en un ventriculo lateral y se perfundié insulina (12muU/h) o
vehiculo a un flujo de 4 microl/h durante dos horas y se evaluaron
los cambios en la PAM en respuesta a la inyeccion de Angll 5pmol.
Tras registrar los cambios hemodinamicos en respuesta a la Angll
durante 10 minutos, los animales fueron sacrificados, se les extra-
jo el hipotdlamo e inmediatamente fue colocado a -70°C.
Posteriormetente, se analiz6 mediante inmunoprecipitacion e
inmunobloting, la fosforilacion del receptor de insulina en residuos
tirosina y de la fosforilacion de ERK1/2 a nivel hipotalamico. Se
consideré como significativo a un valor de p<0,05. Mientras que
la inyeccion de Angll no modificé la PAM en ratas tratadas previa-
mente con vehiculo, ésta se incrementd de forma significativa tras
la administracién previa de insulina. Angll incrementd en mas de
dos veces la fosforilacion de ERK 1/2. De forma similar, la infusion
de insulina durante dos horas aumenté significativamente la
fosforilacién de ERK 1/2. Los animales que recibieron infusion de
insulina seguida de Angll presentaron valores 4,5 veces mayores
que quienes sdlo recibieron vehiculo y cercanos al doble de los que
recibieron Angll sin la infusion previa de insulina. Conclusién: La
insulina es capaz de potenciar de forma aguda la respuesta presora
central a la angiotensina Il. El incremento de la fosforilacion de ERK
1/2 tras la infusion de insulina y Angll sugeririan que esta via po-
dria estar involucrada en la potenciacion observada en la respues-
ta presora.

0020 (653) LA SOBRECARGA DE CALCIO QUE OCURRE DU-
RANTE LA REPERFUSION DEL MIOCARDIO, ES DEBIDA
A UNA RAPIDA LIBERACION DE CALCIO DEL RETICU-
LO SARCOPLASMATICO. C Valverde %, D Kornyeyev 2, A
Escobar 2, A Mattiazzi *

i1Centro de Investigaciones Cardiovasculares - UNLP;
?Biological Engineering and Small Scale Technologies,
School of Engineering, University of California, USA
<valverdeca@med.unlp.edu.ar>
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Luego de un periodo breve de isquemia, sobreviene una
disfuncién contréactil sostenida en el tiempo que se manifiesta
como una lenta recuperacién de la funciéon cardiaca, conocida
como atontamiento miocardico. Existe evidencia que avala que
esta disfunciéon miocardica ocurre como consecuencia de una
sobrecarga de calcio (Ca?*) durante los primeros minutos de
reperfusion (R). Resultados previos de muchos laboratorios, in-
cluyendo el nuestro, han descrito una cascada de eventos inicia-
dos por la reperfusién, que involucra la activacién de los
intercambiadores Na*/H* y Na*/Ca?* (NCX), asociada a una entra-
da aumentada de Ca? a la célula. Aun no se conoce si el ingre-
so de Ca?* es per se el causante del aumento del Ca?* citosoélico
al inicio de la R, o si éste ocurre como consecuencia de una libe-
racién de Ca?* del reticulo sarcoplasmatico (RS), iniciada por el
influjo de Ca*. Para abordar este interrogante, se realiz6 un pro-
tocolo de 12 min de isquemia global seguido de R en corazones
de ratones perfundidos de acuerdo a la técnica de Langendorff,
colocados en un equipo de microscopia de fluorescencia de cam-
po local pulsado, cargados con indicadores de Ca?* (Rhod-2 y
Mag-Fluo-4 para evaluar el Ca?* citosélico o del RS, respectiva-
mente). Los Resultados indican que al inicio de la R ocurre un
incremento en el calcio diastélico que gradualmente retorna a los
valores de la preisquemia. Este aumento se asocia con una dis-
minucién en el contenido de Ca?* del RS, que se recupera hacia
los 10 minutos de R, con un perfil especular al Ca?* citosélico. En
experimentos adicionales en los cuales se aplicaron pulsos de
cafeina (20 mM), se confirmé que el contenido del Ca* del RS
se encuentra disminuido durante el inicio de la R. Los presentes
hallazgos indican que el incremento en el Ca? diastélico que ocu-
rre durante la R, se deberia a una rapida liberacion de Ca?* des-
de el RS, y no so6lo por el ingreso de Ca?" a través del
intercambiador NCX, como se pensaba hasta el momento.

CARDIOVASCULAR 02

0021 (58) EVENTOS CELULARES Y MOLECULARES REGULA-
DOS POR ESTRONA EN CELULAS ENDOTELIALES .M B
Rauschemberger * ?, V L Massheimer * 2

iCatedra de Bioquimica Clinica Il - Dto. Biologia,
Biogquimica y  Farmacia - UNS; 2CONICET
<mbrausch@criba.edu.ar>

La proliferacién, migracién, apoptosis y la produccion de
vasoactivos constituyen eventos bioquimicos susceptibles de ser
alterados frente a una injuria vascular. Considerando que en la
postmenopausia existe un mayor riesgo de dafio vascular, y sien-
do la estrona (E,) un estrégeno relevante en este periodo, el ob-
jetivo de este estudio fue investigar el rol de la hormonasobre los
eventos anteriormente mencionados. Se emplearon cultivos de
células endoteliales (CE) obtenidas por explante de aorta de ra-
tas Wistar. Utilizando el método de Griess se observé que E, 10nM
estimula significativamente la produccion de NO (40% s/c; p<0.01).
Empleando la técnica de incorporacion de *H-timidina se observo
que 24 hs de tratamiento con E, aumenta significativamente la pro-
liferacion celular (144+16 vs 212+19 cpmx10%mg prot; C vs E, 10
nM; p<0.05). Para evaluar si este efecto se debe a la accién de
la E, 0 a su conversion a E, se utilizé el compuesto Equilin (Eq),
inhibidor de la 17-b-HSD1, enzima que media este paso. La pre-
sencia del mismo no modificé el estimulo proliferativo ejercido por
la hormona (47%vs50%vs33%, s/c control; E,vs E;+ Eq 1uM vs
E,+ Eq 10uM;p<0.01). La participacion del receptor de estrégeno
(RE), se evalué empleando el antagonista ICI 182780. Este com-
puesto bloquea el efecto proliferante ejercido por E, luego de 24
hs de tratamiento (94%vs9% s/c; E,vsE, +ICl 10uM, p<0.05). La
preincubacion de CE con el inhibidor especifico de MAPK (PD
98059) suprime la incorporacion de timidina mediada por la hor-
mona (94 vs 7%, E, vs E,+5uM PD; p<0.05). Empleando ensayos
de migracién celular y fragmentacion de ADN observamos que la
E, inhibe significativamente la movilidad celular (24+2 vs 2+0.2
cél/campo; C vs E;;p<0.01) y previene el efecto proapoptdtico del
peroxido de hidroégeno. Los Resultados sugieren que, la E; mo-
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dula en forma directa los eventos celulares estudiados y no por
su conversion a E,, empleando mecanismos que involucran la
participacion del RE y la via MAPK.

0022 (200) PRECONDICIONAMIENTO METABOLICO (PM) Y
UTILIZACION DE LAS RESERVAS ENERGETICAS EN CO-
RAZONES DE RATA SOMETIDOS A ISQUEMIA (I) -
REPERFUSION (RP). M d M Jaitovich %, R Hermann %, C
Sharbati *, M G Marina Prendes ?, E Savino !, A Varela *

1Catedra de Fisiologia, Facultad de Farmacia y Bioquimica,
UBA. IQUIMEFA-CONICET. <gmarina@ffyb.uba.ar>

El PM consiste en el acceso restringido a la comida durante
dos horas fijas diarias, durante 3 semanas.Anteriormente se mos-
tr6 que el PM mejora la recuperacién funcional del corazén so-
metido a I-RP, efecto acompafiado de un aumento en la activi-
dad de la glucosa-6-P-deshidrogenasa, enzima clave de la via de
las pentosas que contribuye al mantenimiento de un entorno
citosolico reducido. El objetivo fue evaluar, la accion del PM so-
bre la utilizacién de las reservas energéticas endégenas y la re-
lacion glutation reducido/glutation oxidado (GSH/GSSG) en cora-
zones de rata perfundidos Langendorff sometidos a | global flujo
cero(25min)- RP(30min).Se evallo la necrosis celular mediante
la determinacion de la creatina quinasa (CK) liberada al medio (Ul/
gh).La estadistica se hizo con ANOVA (n=10).El nivel
preisquémico (pre-l) de triglicéridos (TG) (umol/gps) fue menor en
corazones de ratas sometidas a PM que en los alimentados (AL)
(5,08+0,87vs8,63+0,45 p<0,05). Al finalizar la RP los TG aumen-
taron en los corazones PM y no se modificaron en los AL (PM:
8,06+0,37 p<0,05 vs pre-l; AL: 9,84+0,62).El nivel pre-I de
glucégeno (ung/100mgps) fue mayor en AL que en PM
(247,45+4,12vs101,62+11,4 p<0,05), disminuy6 durante la | en
ambos (AL: 66,82+16,73, PM: 19,10+4,38) y aumenté durante la
RP mé&s marcadamente en los PM (PM 130,7245,73 vs AL
93,25+13,90 p<0,05).La acumulacion isquémica de lactato (umol/
gps) fue mayor en PM (79,54+3,36 vs 63,11+5,63 p<0,05).El PM
no afecté la relacién GSH/GSSG al final de la RP (6,28+%
0,21vs7,92+1,7). Coincidiendo con la mejor recuperacion funcio-
nal, el PM disminuyé la liberacién de CK (98,29+11,72
vs141,65+6,55 p<0,05). Los Resultados indican que la mejor re-
cuperacion funcional en PM se debe -al menos en parte- a una
disminucién de la necrosis celular, que no se acompafia de pre-
servacion de la relacion GSH/GSSG.Los Resultados también indi-
can una mayor utilizacién de glucosa durante la | y una mayor re-
cuperacion de las reservas energéticas durante la RP.

0023 (434) LAS ESPECIES REACTIVAS DEL OXIGENO SON
LAS MEDIADORAS DE LA ACTIVACION DEL
COTRANSPORTADOR NA+/HCO3- CARDIACO INDUCIDA
POR ANGIOTENSINA II. V C De Giusti *, E A Aiello

Centro de Investigaciones Cardiovasculares (CIC)
<vdegiusti@med.unlp.edu.ar>

El intercambiador Na‘*/H* (NHE) junto al cotransportador Na*/
HCO, (NBC) restablecen el pH intracelular (pH,) ante situaciones
que llevan a la acidificacion celular cardiaca. La Angiotensina Il
(Angll) es una hormona fuertemente implicada en la fisiopatologia
cardiaca. Su papel en la activacion del NHE es ampliamente acep-
tado. Por otra parte, nosotros demostramos recientemente que las
especies reactivas del oxigeno (ROS) actian como mediadores
en la sefalizacion intracelular del efecto inotrépico positivo de la
Angll y la endotelina-1. El objetivo del presente trabajo fue diluci-
dar el rol de la Angll y los ROS en la recuperacion del pH, media-
da por el NBC. La actividad del NBC se estudié mediante
epifluorescencia en miocitos de gato cargados con BCECF. Se
realizaron pulsos de amonio en un medio con bicarbonato y la
recuperacion de la acidosis se ajust6 a una curva exponencial a
partir de la cual se calcul6 el flujo de protones (J,) a pH 6.8. Los
experimentos se realizaron en presencia de HOE642 10 pM,
inhibidor del NHE. El Jy control fue 1.06+0.15 mM/min, n= 9. El
agregado de Angll 100 nM al medio aumento el J, a 1.70+0.18
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mM/min, n=6; p<0.05. La activacion inducida por Angll quedé
abolida cuando las células se preincubaron con celeritrina 2 pM,
blogueante de la PKC (J,,0.76+0.15 mM/min, n=10; p<0.05), con
U0126 10 pM, inhibidor de la MAP quinasa ERK (J,, 0.73+0.15
mM/min, n=5; p<0.05), con MPG 2 mM, secuestrador de los ROS
(J, 0.83+£0.09 mM/min, n=9; p<0.05) 6 con Apocinina 300 pM,
inhibidor de la NADPH oxidasa (J,,1.16+£0.21 mM/min, n=5;
p<0.05). Ninguna de las drogas empleadas afect6
significativamente el J, basal. El efecto de Angll fue mimetizado
por el agregado de H,0,100 puM al medio (J,, 1.59+0.24 mM/min,
n=8). Los Resultados nos permiten concluir que la Angll estimula
al NBC mediante la generacion de ROS por la NADPH oxidasa y
la activacion de PKC y ERK, representando un mecanismo rele-
vante ante la acidosis producida por situaciones fisiologicas y/o
patoldgicas.

0024 (138) CARACTERISTICAS HEMODINAMICAS SISTEMI-
CAS Y CARDIACAS EN JOVENES PREHIPERTENSOS E
HIPERTENSOS. O A Pinilla%, J L Bocian %, J M Badr %, L P
Novaretto !, | L Ennis !, E M Escudero *

iCentro de investigaciones Cardiovasculares

<opinilla@atlas.med.unlp.edu.ar>

El presente trabajo se proyectd para analizar las caracteristi-
cas estructurales y funcionales del ventriculo izquierdo (VI) y de
parametros hemodinamicos sistémicos en jévenes pre-hipertensos
(PH) e hipertensos (H). Se estudiaron 448 alumnos (290 muje-
res), 21.11 + 0.11 afios, de segundo afio de la Facultad de Cien-
cias Médicas de la UNLP. La medicion de la presion arterial con
un esfingomanémetro de mercurio, asi como la definicion de de
PH e H se basaron en las recomendaciones del JNC VII. La es-
tructura y funcién VI fue realizada con un estudio ecocardiografico
empleando equipos Sono Site Micro Maxx. La H ocurri6 en 26 de
los 448 participantes (5.80%); la PH fue detectada en 195/448
(43.53 %) en ambos casos la prevalencia fue mayor en los varo-
nes (H: 12.66 vs 2.07 % - p<0.01; PH: 60.13 vs 34.48% p<0.01).
Los PH e H presentaron mayor espesor parietal (8.53+0.07, y
9.19+0.20 vs 8.01+0.05 mm) y mayor indice de masa ventricular
izquierda que los normotensos (N) (72.80+1.13 y 78.45+3.08 vs
66.67+0.84 g/m?) (todos p<0.05). La funcién sistélica evaluada por
el porcentaje de acortamiento medio-ventricular corregido por
estrés fue similar en los tres grupos (PH: 103.89+1.82, H:
96.37+6.35, N: 103.03+1.29 % -ns). Los H mostraron disfuncion
diastélica evaluada por la velocidad del anillo mitral en relacién a
los PHy N (H: 1.75+0.08 vs PH: 1.97+0.03, y vs N: 2.06+0.04
p<0.05). La valoracion de la elasticidad arterial por medio del
cociente entre la presion de pulso y el volumen latido fue menor
en los H en relacion a los N (1.22+0.05 vs 1.06+0.02 mmHg/ml/
m? p<0.01). La resistencia periférica no mostré diferencias entre
los grupos (PH: 2384.65+53.24, H: 2482.44+105.83, N:
2376.86+46.02 dinas*seg*cm™*m?). Los datos referidos muestran
que a pesar de la edad tanto los H como los PH mostraron evi-
dencias de compromiso cardiovascular preclinicos, sefialando la
precocidad en la aparicién de los mismos en el escenario de la
hipertension arterial.

0025 (469) INFLUENCIA DEL PESO CARDIACO SOBRE EL NU-
MERO, BINUCLEACION Y PLOIDIA DE LOS MIOCITOS EN
LA MIOCARDIOPATIA DILATADA HUMANA . D Fornoni ¢,
P Cabeza Meckert 2, C Vigliano !, R Laguens ®

1Fundacién Favaloro; 2Fundacion Favloro, CIC Pcia Bs As;
3Fundacion Favaloro, cic Pcia Bs As
<dvfornoni@yahoo.com.ar>

Con el fin de indagar si existe hiperplasia miocitica en cora-
zones humanos hipertréficos, se aislaron miocitos del ventriculo
izquierdo (VI) de 15 corazones explantados de pacientes con
miocardiopatia dilatada idiopatica (MCD) ( 333.7g de peso medio)
y de 5 corazones normales (CN) de donantes para transplante
cardiaco (199.9 g). En ellos se determiné el nimero de nucleos
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por miocito, el volumen celular y la ploidia nuclear. Los Resulta-
dos estan resumidos en la Tabla. En la MCD dilatada el volumen
miocitico fue mayor que en los CN (39133 mm?® vs 14031 mm?,
p<0.001), el nimero total de miocitos por VI fue significativamente
menor en la MCD que en los CN, p<0.05) y el porcentaje de
miocitos binucleados fue mayor en la MCD que en los CN,
p<0.001). En tanto que el % de nucleos diploides y tetraploides
fue similar en MCD y en CN, la proporcion de nucleos
hipertetraploides(= 8N) fue significativamente mayor en MCD que
en CN, p<0001). Cuando los casos de MCD se dividieron en dos
grupos, uno de <300g y otro de >300g de peso del VI, se obser-
v6 que el volumen miocitico y el % de células poliploides eran
similares, en tanto que los de <300g tenian un ndamero
significativamente menor de miocitos, p<0.001), un aumento de
la proporcién de miocitos binucleados, (p<0.03) y del % de célu-
las hipertetraploides (p<0.001). Estos Resultados indican que en
la MCD existe una disminucion significativa del nimero de
miocitos comparado con los controles, y que los corazones de
mayor peso tienen un numero significativamente mayor de
miocitos y una disminucion de la proporcion de células con dos
nucleos y de nacleos poliploides que los de menor peso, sugirien-
do que a medida que se incrementa el peso del VI, existe divi-
sion nuclear y citoplasmatica.

Grupo Vol. N° total % 1 % 2 % tetra- Y%hipertetra-
(mm?3) x 10° nicleo  nucleos  ploides ploides
Control 14031.68 14.61 82.9 171 29.16 10.9
MCD <300g  39838.77 6.91 63.95 36.05 21.9 33.7
MCD >300g 37418.66 10.70 71.56 28.44 26.07 25.3

0026 (566) HIPETROFIA CARDIACA PATOLOGICA: IMPACTO
DEL ENTRENAMIENTO FiSICO SOBRE LA ESTRUCTU-
RA Y FUNCION CARDIACA. M Nolly *, O Pinilla %, C
Garciarena *, M Carranza *, E Escudero *, H Cingolani %, |
Ennis *

iCentro de Investigaciones Cardiovasculares, UNLP
<mariela.nolly@gmail.com>

El estiramiento del miocardio producido por sobrecarga
hemodinamica y/o liberaciéon de factores humorales propios de
diversas patologias cardiovasculares promueven el desarrollo de
hipertrofia cardiaca (HC) patoldgica caracterizada por aumento del
tamafo de los cardiomiocitos y de la fibrosis intersticial, mayor
incidencia de apoptosis, disminucion de la densidad capilar y
reprogramacion de la expresion génica. La HC constituye un fac-
tor de riesgo independiente de morbimortalidad cardiovascular, a
diferencia de la HC originada por el ejercicio fisico intenso que
es una respuesta adaptativa del miocardio. Objetivo: Analizar en
ratas SHR el efecto del entrenamiento fisico programado sobre
la HC patologica. Materiales y métodos : Se utilizaron ratas SHR,
asignadas al grupo control (C) o ejercicio (E, natacion, 90min/dia,
Sveces/sem, 60dias). Se realizaron ecocardiogramas al inicio y fin
del protocolo. Los animales se sacrificaron y se determind: tama-
flo de miocitos, abundancia de colageno instersticial, expresion
miocardica de calcineurinaAb, de SERCa2A y de genes marca-
dores de HC patoldgica. Resultados: El entrenamiento exacerbo
la HC (masa del ventriculo izq: E:3,02+0,07; C:2,76+0,07mg/g;
p<0,02) y mejoré la funcion cardiaca (acortamiento medio
ventricular: C:32,12+1,01; E:36,03%=+1,34; p<0.05). Ademas, dis-
minuy6 la fraccion de colageno intersticial (C:2,28+0,14;
E:1,47+0,02%, p<0,05), la expresion de ANF (C:100+19;
E:41+10%,p<0,05) y MLC-2 (C:100+8; E:61+9%; p<0,05), la ac-
tividad de calcineurina (C:143+14; E:107+9%, p<0,05);y aumen-
t6 la densidad capilar (C:573,2+42,37; E:770,3+34,79mm2,
p<0,05) y la expresién de SERCa2A (C:93+7; E:167+8%, p<0,05).
Conclusién: Estos Resultados sugieren que el ejercicio fisico es
capaz de convertir la HC patolégica hipertensiva en HC fisiol6gi-
ca pudiendo tener relevancia clinica en la prevencion del desa-
rrollo de insuficiencia cardiaca.
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0027 (572) EXPRESION DE CITOKINAS ASOCIADA AL
REMODELADO VASCULAR EN UN MODELO DE SINDRO-
ME METABOLICO. N Renna *, M Vazquez !, S Gonzalez !,
C Lama !, R Miatello *

iLaboratorio de Fisiopatologia Cardiovascular. IMBECU-
CONICET. Departamento de Fisiologia Patolégica. FCM.
UNCuyo <nicolasrenna@fcm.uncu.edu.ar>

El objetivo fue examinar la expresion de varias citokinas y de
receptores de angiotensina (Ang Il) en tejido vascular mesentérico
en un modelo de sindrome metabdlico (SM), caracterizado por
remodelado arterial. Ratas espontaneamente hipertensas (SHR)
y sus controles (WKY) se distribuyeron en 4 grupos (8 c/u): 1-
WKY; 2-FFR: W+fructosa 10%p/v durante 12 sem; 3-SHR; 4-
FFHR: idem 2+3. La expresion de citokinas se evalué mediante
el sistema ChemiArray (rat antibody arrays) y los receptores de
Ang Il por inmunofluorescencia indirecta (microscopia laser
confocal). Los datos (mediatsem) se procesaron por ANOVA y
post-test de Bonferroni. En comparacién con sus controles, los
animales FFHR desarrollaron SM y aumentaron sus niveles
séricos de HS proteina C reactiva (p<0,001). La expresion de
proteina quimiotactica de monocitos-1 (MCP-1), proteina inflamatoria
de macrdéfagos-3 alfa (MIP-3 alfa), factor de crecimiento neuronal beta
(beta-NGF), inhibidor tisular de metaloproteinasas-1 (TIMP-1) y fac-
tor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) fue positiva en el gru-
po FFHR. La expresion de receptores AT-1, AT-2 y de VCAM-1 en
la pared de arterias mesentéricas fue significativamente mayor
(p<0,001) en FFHR. Los datos contribuyen a sustentar la hip6tesis
que sugiere la participacion de citokinas inflamatorias y el aumento
de expresion de receptores de Ang Il en el proceso de remodelado
vascular asociado a este modelo experimental.
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0028 (285) LA APOPTOSIS INDUCIDA POR ANGIOTENSINA I
INVOLUCRA MULTIPLES FACTORES RESPONSABLES
DE DIFERENTES VIAS INOTROPICAS. J O Velez Rueda ¢,
J Palomeue !, L Sapia !, C A Valverde !, M A Salas !, M G
Vila-Petroff 1, A Mattiazzi *

1Centro de Investigaciones Cardiovasculares, Facultad de
Ciencias Médicas UNLP <jovr8234@yahoo.com.ar>

La Angiotensina Il (Angll), produce apoptosis cuya causa ha
sido relacionada por estudios independientes con distintas molé-
culas de sefalizacion (Ca?*, PKC, ROS, p38MAPK (p38), kinasa
dependiente de Ca?*-Calmodulina (CaMKIl)). Por otro lado, la
Angll tiene efecto inotrépico positivo (gato) o negativo (rata) a tra-
vés del aumento de Ca? o de la activacion de p38, respectiva-
mente. Hipotetizamos que las cascadas iniciadas por la Angll que
modulan diferencialmente el inotropismo convergen en una cas-
cada apoptoética comun. En miocitos cultivados (24h) de gato y
rata se evalud la vinculacion de la CaMKIl, los ROS y la p38 con
la apoptosis producida por 1 pM de Angll. La Angll produjo
apoptosis en ~40% en ambas especies (TUNEL y disminucion de
Bax/Bcl2). La Angll aument6 la produccién de ROS: 14.5+1.6%
(epifluorescencia), la P-CaMKIl: 29.2+4.2% y la P-Thr'’ de
fosfolamban (sustrato de la CaMKIl): 56.8+25.3% (inmunoblot).
Los inhibidores de la NADPH oxidasa (DPI), de ROS (MPG), de
CaMKIl, (KN-93), y de la p38 (SB 203580) previnieron la muerte
celular inducida por Ang Il mientras que la sobreexpresion de la
p38 (transferencia génica adenoviral) la exacerbé significativa-
mente. Por otro lado, la inhibicion de la CaMKII no previno el in-
cremento en la produccién de ROS vy si la activacion de p38, in-
dicando que la CaMKII estaria por debajo de la produccion de
ROS y por encima de la activacion de p38. Los Resultados indi-
can que el aumento de ROS, la activacion de CaMKIl y de la p38
serian los eventos que concatenados conducen a la apoptosis
inducida por Angll y que esta cascada de sefializacion seria la
misma en especies que responden opuestamente al estimulo
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contractil del péptido. Estos Resultados indican que las diferen-
cias interespecies observadas en los efectos agudos de la Angll
se anularian para los efectos de la Angll sobre la viabilidad celu-
lar sugiriendo la posibilidad de extrapolar las conclusiones al ser
humano.

0029 (411) METABOLISMO MITOCONDRIAL DEL NO EN CO-
RAZON DE RATA DURANTE LA ADAPTACION A LA AL-
TURA: EFECTO DEL SILDENAFIL, L-NAME Y L-
ARGININA. T Zaobornyj !, L B Valdez %, D E Iglesias *, M
Gasco ?, G F Gonzéles ?, A Boveris !

i1Catedra de Fisicoquimica, Facultad de Farmacia y
Bioquimica, Universidad de Buenos Aires; ?Instituto de In-
vestigaciones de la Altura, Departamento de Ciencias Bio-
logicas y Fisioldgicas, Facultad de Ciencias y Filosofia,
Univerisidad  Peruana Cayetano Heredia, Peru
<tamaraz@ffyb.uba.ar>

Resultados previos de nuestro laboratorio mostraron que du-
rante la adaptacion a la altura (Cerro de Pasco, Per(, 4340 m,
PO,=12.2 kPa, P, =58.2 kPa, 21 dias) existe un aumento de hasta
el 60% en la actividad de la NOS mitocondrial (mtNOS) de cora-
z6n de rata. El objetivo del presente trabajo fue evaluar la res-
puesta adaptativa extendiendo dicha exposicién a 84 dias y ana-
lizar el efecto de tres tratamientos farmacol6gicos capaces de
modificar el metabolismo del NO: sildenafil (50 mg/kg.dia, v.0.),
L-NAME (8.3 mg/kg.dia, v.0.) y L-arginina (106 mg/kg.dia, v.0.).
Los animales expuestos a la altura exhibieron una respuesta fi-
siolégica evidenciada por el aumento en la ganancia de masa
corporal (15 %), en la masa del ventriculo derecho (100%) y en
el hematocrito (40%). Dichos parametros, considerados marcado-
res clasicos de la adaptacion a la altura, fueron acompafiados por
un aumento de la actividad de los complejos mitocondriales I-11I
(34%); y un incremento de la actividad (70%) y expresion (60%)
de la mtNOS de corazon. La respuesta de la actividad de mtNOS
exhibié un perfil hiperbdlico, similar al incremento en los valores
de hematocrito. Por otro lado, el tratamiento crénico con sildenafil
produjo una disminucién del 30% en la respuesta de la mtNOS a
la altura. Contrariamente, el tratamiento con L-NAME produjo un
incremento de dicha respuesta (40%), mientras que la L-arginina
no ejerci6 efectos sobre la actividad de mtNOS. Los valores me-
dios de hematocrito y actividad de mtNOS mostraron una corre-
lacion lineal positiva (R?=0.75, P=0.05). La produccién de NO
catalizada por la mtNOS fue responsable del 49% de la produc-
cion celular de NO en ratas no expuestas, y del 54% en ratas
expuestas a la altura. La mtNOS constituye una fuente sustan-
cial de NO en el corazén y parece cumplir un papel central en la
respuesta adaptativa a la hipoxia crénica. Asimismo, dicha enzi-
ma puede ser regulada mediante tratamientos farmacolégicos
involucrados en el metabolismo del NO.

0030 (568) EL EFECTO HIPERTROFIANTE DE ANGIOTENSINA
Il ES DEBIDO A ENDOTELINA 1 ENDOGENA. MV Correa
', M B Nolly !, G E Chiappe de Cingolani !, H E Cingolani %, |
L Ennis ?

1Centro de Investigaciones
<mavecorrea@hotmail.com>

Cardiovasculares

Muchos de los efectos de la Angiotensina Il (Ang Il) son debi-
dos a la liberacion de Endotelina 1(ET-1) endégena secretada de
manera autocrina. Esto fue demostrado en miocitos neonatales
pero no lo ha sido en miocitos adultos que poseen diferente aco-
plamiento exito-contractil. Trabajos recientes sugieren que las
Especies Reactivas del Oxigeno (ROS) participarian en la sefia-
lizacién intracelular evocada por agonistas de receptores acopla-
dos a proteina G, como la Ang Il y la ET-1. Por otro lado en los
ultimos afios se ha hecho evidente el efecto antihipertréfico de los
inhibidores del intercambiador Na*/H* (NHE-1). Evaluamos en
miocitos aislados de corazones de gato adulto la participacién, por
mecanismos auin no claros, de la ET-1, las ROS y el NHE-1 en
la respuesta hipertréfica a la Ang Il. Los cardiomiocitos fueron
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cultivados con estimulacion eléctrica para no eliminar la partici-
pacion del intercambiador Na*/Ca * en las vias de sefializacion
prohipertrofica, en presencia y ausencia de Ang Il (1nM) con y sin
el bloqueante de receptores AT, Losartan (Immol/L) o el
bloqueante de receptores ET, BQ123 (10m mol/L). También se
cultivaron en presencia de ET-1 (5nmol/L), con y sin el inhibidor
especifico del NHE-1 cariporide (HOE642 10mmol/L) y el secues-
trador de ROS MPG (2 mmol/L). La hipertrofia cardiaca fue eva-
luada por: 1) Incorporacién de *H-fenilalanina normalizada por el
contenido de DNA; 2) Tamafio celular (area); 3) Expresiéon de
genes fetales (ANP) por PCR en tiempo real. La produccién de
ROS se evalué por epifluorescencia en los miocitos aislados y por
quimioluminiscencia en fragmentos de miocardio ventricular, las
determinaciones se hicieron en presencia y ausencia del
bloqueante no especifico de los receptores de ET-1, TAK044 (1m
mol/L). Los Resultados evidencian que el efecto hipertrofiante de
Ang Il es dependiente de la activacion de los receptores ET, de
la ET-1, también depende de la activacion del NHE-1 por el au-
mento en la produccién de ROS.

0031 (586) LA REGRESION DE LA HIPERTROFIA CARDIACA
INDUCIDA POR INHIBICION DEL NHE-1 SE ACOMPARNA
DE UN EFECTO MITOCONDRIAL ANTI-APOPTOTICO. C
Garciarena !, E Portiansky !, C Caldiz !, G Chiappe de
Cingolani %, H Cingolani ¢, | Ennis *

iCentro de Investigaciones Cardiovasculares, UNLP
<cgarciarena@atlas.med.unlp.edu.ar>

Ha sido demostrado que la inhibicion farmacologica de la
isoforma cardiaca del intercambiador Na*/H* (NHE-1) induce re-
gresion de la hipertrofia cardiaca (HC) en varios modelos experi-
mentales y que “in-vitro” inhibe la via mitocondrial de muerte ce-
lular inducida por estrés oxidativo. Objetivo: explorar el efecto
del tratamiento crénico con cariporide (Car, inhibidor especifico
del NHE-1) sobre la HC e incidencia de apoptosis en la cardio-
patia hipertréfica hipertensiva de ratas SHR. Material y métodos :
SHR macho de 4 meses de edad asignadas a un grupo control
(SHR-C) y un grupo tratamiento (SHR-T, Car 3mg/kg/dia). Se re-
gistro6 la presion arterial semanalmente. Luego de 30 dias de tra-
tamiento se sacrificaron los animales, se extrajeron sus corazo-
nes y se determind el cociente entre el peso del ventriculo izquier-
do y el peso corporal (PVI/PC), el tamafio de los cardiomiocitos
(superficie de seccion transversal, SST), la abundancia de
colageno intersticial (Cl), la expresion de las proteinas vinculadas
con apoptosis Bcl-2, Bax, caspase-3 activada y PARP-1. También
se evalu6 el efecto del Car sobre la produccién mitocondrial de
ROS inducida por angiotensina Il. Resultados: el tratamiento con
cariporide indujo regresion de la HC sin modificar la presion
arterial, provocé un aumento del indice Bcl-2/Bax con disminucion
de la activacion de caspasa-3 y del clivaje de PARP-1 (Tabla).
Por otro lado el cariporide cancelé el aumento de la produccion
mitocondrial de ROS inducido por angiotensina Il. Conclusion:
el tratamiento crénico con el inhibidor del NHE-1 Car es eficaz
para reducir la HC y e inhibir la via mitocondrial de muerte celu-
lar programada en SHR.

PVI/PC (mg/g)  SST (mm?) Cl (%)
SHR-C 3.0+0.06 46820 10.07+2.4
SHHR-T 2.44+0.07 285+9 8.9+1.3

* = p<0.05, t-test.

0032 (640) REDUCCION SOSTENIDA DE LA PRESION
ARTERIAL CON ROSUVASTATINA EN HIPERTENSION
ARTERIAL CRONICA. G A Giunta !, E Guevara?, L Marziali
1 L Gomez Rosso 3, T Merofio %, G Yannarelli !, R Toriano 3,
R Favaloro ?, F Brites 3, L Cuniberti *
iLaboratorio de Lipidos y Aterosclerosis. Departamento de

Patologia. Hospital Universitario Fundacion Favaloro.; ?Ins-
tituto de Cardiologia y Cirugia Cadiovascular. Hospital
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Universitario Fundacion Favaloro.; *Departamento de
Bioquimica Clinica. Facultad de Farmacia y Bioquimica.
CONICET. Universidad de Buenos Aires.
<ggiunta@ffavaloro.org>

Aislados estudios clinicos y experimentales mostraron reduc-
ciones discretas e inconsistentes en los niveles de presion arterial
con la administracion de estatinas. Practicamente no existe infor-
macion disponible sobre el uso de rosuvastatina en hipertension
arterial. El objetivo del estudio fue evaluar el beneficio de la
rosuvastatina en un seguimiento a largo plazo empleando un
modelo crénico de hipertension arterial. Se instrumentaron 27
conejos New Zealand (3 Kg), con el modelo 1-rifiéon 1-clip de
Goldblatt. Una vez desarrollada hipertension arterial, 13 anima-
les recibieron rosuvastatina en agua de bebida (dosis 2,5mg/Kg/
d) (ROSU) y 12 no fueron tratados (HTA). Se midi6 presion arterial
sistélica (PAS) y diastdlica (PAD) por método directo en la arte-
ria central de la oreja. A los 3, 6 y 9 meses, se evalud la repercu-
sién cardiaca de la hipertension arterial en parametros anatomi-
cos y funcionales del VI por ecocardiografia convencional y
Doppler tisular (Sonos 5500 S12 MHz). Luego de la instrumenta-
cion, 25 animales desarrollaron hipertension arterial. No hubo di-
ferencias basales entre HTA y ROSU en PAS y PAD (126,9 + 12
vs. 129,1 + 10 mmHg, p=ns; 97,4 + 12 vs. 93,2 + 10 mmHg, p=ns).
ROSU disminuyé un 25% los niveles de colesterol con respecto
al basal (44,1 £ 7 vs. 33,1 + 11 mg/dL; p=0,01); HTA, sin cam-
bio. Sélo HTA mostr6 un incremento significativo de PAS y PAD
a los 9 meses de seguimiento (149,8 + 17, p=0,007; 113,9 + 15
mmHg, p=0,01), que se acompafié por un aumento de la masa
del VI (4,1 £ 1,1 vs. 7 + 3g, p=0,02), no observado en ROSU (4,8
+1,2 vs. 5,4 + 0,8g, p=ns). Sorprendentemente, hubo mas muer-
tes, en el grupo HTA (5 vs. 1; logrank test p= 0,05). La
rosuvastatina redujo el incremento de PA en forma sostenida
durante los 9 meses de seguimiento. Consecuentemente, promo-
vié proteccion cardiaca por reducir el remodelamiento del VI. Es-
tos Resultados, en su conjunto sugeririan un beneficio potencial
de utilizar rosuvastatina en pacientes con hipertension arterial.

0033 (656) EXPRESION DE P-GP EN CARDIOMIOCITOS EN RA-
TAS CON CRISIS CONVULSIVAS REITERADAS (CCR) O
ESTATUS EPILEPTICO FATAL (EE-F). ¢ ALGUNA RELA-
CION CON SUDEP?. J A Auzmendi %, M Pichel 2, E Girardi 2,
A Lazarowsky 2

1IBCyN; 2IBCyN-FMED-UBA.; °IBCyN-FMED-UBA,
INFIBIOC-FFyB-UBA-Bs.As.-Argentina.
<jeronimo.auzmendi@gmail.com>

Introduccion: El mas elevado riesgo de sufrir de muerte su-
bita e inexplicable en epilepsia (SUDEP) se encuentra entre pa-
cientes con CCR, Epilepsia Refractarias (ER), interrupcién abrupta
de medicacion o post-EE. Las CCR o EE, pueden producir
taquicardias/bradicardias malignas, fallos cardiacos, o apneas/
hipoxia que podrian afectar la funcién cardiaca sin alteraciones
anatomopatolégicas. Previamente hemos demostrado que tanto
la hipoxia crénica (J Histochem.Cytochem 2005;53:845-50) como
aguda (J Histochem. Cytochem 2007;55:191-7) pueden inducir la
expresion de P-gp en cardiomiocitos asociada a “stunning” (aton-
tamiento) cardiaco. Las CCR y/o el estatus epiléptico (EE) indu-
cen expresion cerebral de P-gp relacionada con epilepsia refrac-
taria (ER), sin embargo la expresion de P-gp cardiaca en CCR o
EE no se ha investigado. Objetivos: Investigar la expresion de P-
gp en cardiomiocitos de ratas sometidas a CCR o EE-fatal. Me-
todologia: Doce ratas Wistar (180-230g) fueron tratadas con
pentilenetetrazol (PTZ) 45mg/kg/dia i.p. para inducir CCR duran-
te 4y 7 dias (PTZ-4;n=3-PTZ-7;n=3); y con PTZ (n=3) o con ac.3-
mercaptopropionico (n=3) hasta producir EE-fatal. Ratas contro-
les no convulsivas fueron tratadas con filolégica (n=3). Se realizé
inmunohistoquimica con anticuerpo monoclonal anti-P-gp, en cor-
tes de corazon y cerebrales (neocortex). Adicional-mente se es-
tudio la expresion de P-gp cerebral (neocortex) en todos los gru-
pos. Resultados: Hubo marcada expresion de P-gp en
cardiomiocitos y neocortex de ratas CCR y EE-f comparada con
controles. Conclusion: Esta primera evidencia de induccién simul-
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tanea de P-gp en cardiamiocitos/neocortex por CCR y/o EE, su-
gieren que P-gp seria un factor que relaciona ER con SUDEP.

0034 (216) ESTUDIO DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES (SOD Y
GPX) Y DE LA VARIANTE GLU 2°®ASP DE eNOS EN PA-
CIENTES CHAGASICOS. S A Lioi !, C Zumoffen !, G Gerrard

t, M Corbera*, M Turco %, H Bottai ?, J Beloscar *, M D‘Arrigo
1

1Area Quimica Analitica Clinica Departamento Bioquimica
Clinica FBIOyF UNR; ?Departamento Estadistica; Carrera
de Cardiologia. Facultad de Ciencias Médicas.
<salioi@yahoo.com.ar>

La capacidad de contrarrestar el estrés oxidativo y mantener
la integridad de la funcién endotelial podria depender del
polimorfismo G®“T de la 6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS);
la presencia del alelo T da lugar a una reduccion en la actividad
de la misma respecto al genotipo nativo GG. Las enzimas como
superéxido dismutasa (SOD) y glutation peroxidasa (GPX) con-
trolarian el balance en la produccién de especies reactivas del
oxigeno. El objetivo de este trabajo fue realizar un estudio des-
criptivo de las actividades enziméticas de SOD y GPX y de las
frecuencias alélicas (FA) de la variante Glu*®Asp de eNOS, en
pacientes chagéasicos con (CC n:9) y sin cardiopatia (CsinC n:8)
comparados con controles sanos (CN n:93). La genotipificacion
del polimorfismo G®“T fue realizada mediante la técnica de PCR-
RFLP, previa extraccién del ADN de leucocitos sanguineos. La
actividad enziméatica fue determinada por Metodologias
espectrofotométricos (Kits Ransel Labs). El analisis de la distri-
bucion de genotipos para el polimorfismo G®“T en la poblacion
estudiada (IC 95%) fue en CC (G 0.388, T 0.611); CsinC (G 0.312,
T 0.687)y CN (G 0.742, T 0.261). Para el estudio estadistico se
realizé andlisis de variancia a un criterio de clasificacion, para
cada enzima, se aplico Kruskal Wallis encontrandose diferencias
significativas entre los grupos estudiados (p < 0.0001). Para com-
parar las FA se realiz6 el ensayo de hip6tesis de una proporcion
bajo teoria normal, del cual se evidencia que existen diferencias
significativas entre CC, CsinC y los CN. La infeccion por Tripano-
soma cruzi podria alterar el stress oxidativo contribuyendo a la
disfuncién miocardica.

CARDIOVASCULAR 04

0035 (103) EFECTO DE LA TRANSFECCION CON EL GEN DE
VEGF165 ASOCIADA A ERITROPOYETINA
RECOMBIANTE HUMANA SOBRE EL TAMANO DEL
AREA NECROTICA Y LA FUNCION VENTRICULAR EN
OVEJAS CON INFARTO DE MIOCARDIO
REPERFUNDIDO. F D Olea ?, L Cuniberti !, A De Lorenzi %,
C Cortés 2, O Cendoya?, G Vera Janavel !, P Cabeza Meckert

23, A Bercovich 4, M Criscuolo 4, R Laguens * 2, A Crottogini
1

LUniversidad Favaloro; 2Fundacion Favaloro; °CIC. Pcia. Bs.
As.; “Bio Sidus <dolea@favaloro.edu.ar>

El tamafio del infarto de miocardio (IAM) influye sobre la mag-
nitud del remodelamiento ventricular que lleva a la insuficiencia
cardiaca. Hemos demostrado que la transfeccion con un plasmido
con el gen de VEGF,  (pVEGF) reduce el tamafio del IAM en
ovejas. La eritropoyetina (EPO) en altas dosis, por su accion
antiapoptdtica, deberia reducirlo ain mas, en especial el IAM
reperfundido, donde la incidencia de apoptosis es alta. En este
trabajo evaluamos si la combinacién pVEGF-EPO reduce el ta-
mafio (% de fibrosis) de IAM reperfundido, mejora la funcién
ventricular (engrosamiento parietal sistélico -EPS%- y fraccion de
acortamiento -FA%- por eco) y la perfusién (monto isquémico por
camara gamma) mas que pVEGF o EPO individualmente. Ove-
jas con 90 minutos de oclusién coronaria se dividieron en 4 gru-
pos (n=8 c/u): G1: doble placebo; G2: pVEGF-placebo; G3:
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pVEGF-EPO; G4: EPO-placebo. El pVEGF (3,8 mg) se inyectd
intramiocardicamente en 10 alicuotas iguales y la EPO (1000 U/
kg) se infundi6 i.v., ambos durante la reperfusion. A los 15 dias
el tamafio de IAM fue menor en los 3 grupos tratados (G2: 16+5%
(SD); G3: 7£1%; G4: 12+4%) que en el placebo (G1: 25+7%,
p<0,05 ANOVA-Bonferroni). Ademas, G3 mostré el IAM mas pe-
quefio (p<0,05 vs. G2y p=0,06 vs. G4). Funcién ventricular: a los
3 dias del IAM el EPS% y la FA% fueron mayores en los 2 gru-
pos con EPO (p<0,01), ya que el pVEGF auln no se habia expre-
sado, pero a los 14 dias el grupo pVEGF también mostré6 EPS%
y FA% mayores que el placebo (p<0,005). EI monto isquémico
empeor6 en el grupo placebo (22+7 segmentos isquémicos a los
14 dias vs. 1947 a los 3 dias, p<0,03) pero no en los otros gru-
pos. Conclusion: los tres tratamientos reducen el tamafio de 1AM
reperfundido, pero el tratamiento mixto tiende a reducirlo mas y
mejora la funcién ventricular en forma precoz y tardia, a diferen-
cia de pVEGF o EPO separadamente. Esta asociacion debera es-
tudiarse a tiempos mas prolongados antes de evaluar su utilidad
en ensayos clinicos.

0036 (437) EFECTO DE LA TRH SOBRE CULTIVOS DE
FIBROBLASTOS CARDIACOS DE RATA: ACCION
PROFIBROTICA Y APOPTOTICA. M L Schuman !, V Copa
1, M S Landa !, A Alvarez *, S Finkielman *, C J Pirola %, S |
Garcia *

1CARDIOLOGIA MOLECULAR, INSTITUTO DE INVESTI-
GACIONES MEDICAS A. LANARI, IDIM-CONICET
<schuman@ciudad.com.ar>

Demostramos que en FC de ratas Wistar macho neonatas,
agentes hipertroficos (fenilefrina (Phe) e IP3) aumentan la expre-
sién de TRH y ANP y la estimulacién con TRH aumenta la ex-
presion de BMHC y ANP. Decidimos analizar la participacion de
la TRH en fenémenos involucrados en la patologia cardiaca como
la fibrosis y apoptésis. Evaluamos la expresion del gen de
colageno Il y la relacién de los genes proapoptético/antiapoptético
(Bax/Bcl2) por RT-PCR en tiempo real. Encontramos que la
estimulacion de cultivos de FC con TRH aument6 en forma dosis
dependiente la expresion de colageno Il (24h, Cont: 0,075 +/-
0,017 vs 1iM:0,125+/-0,017, 10iM:0,160+/-0,017) alcanzando
plateau a las 48hs (n=4, p<0,02) sugiriendo su accion profibroética.
Ademas, provocé un aumento de Bax/bcl2 (48h, Cont: 100% vs
1iM:140%; 10iM:142%) que permanecié hasta las 72hs (n= 6; p<
0,04) indicando un aumento de la actividad apoptética de estas
células. Mas auln, la estimulaciéon con un agente cardiotéxico
proapoptético (Doxorrubicina 100iM) aumento la expresion de
TRH en un 80% vs control (n=3, p<0,02). La All, promotor de
ambos procesos (1-10iM ), no provocé diferencias en la expre-
sion de TRH descartando su participacion en esta via. Datos pre-
liminares muestran un comportamiento diferencial en los FC de
hembras dado que existe un aumento en el gen de TRH compa-
radas con machos en condicion basal y no observamos efecto al
estimularlas con Phe o IP3 a las 48hs a diferencia de los FC de
machos en los que aumenta su expresion. Por el contrario, la All
(1iM) que no produjo cambios en los FC de machos, disminuyo
la expresion del gen de TRH a casi un 70% del control (n=6;
p<0,04) y no produjo cambios en colageno Il aunque si se ob-
servo un aumento de Bax/Bcl2. Demostramos por primera vez la
participacion de la TRH en los procesos fibréticos y/o apoptoticos
de los fibroblastos cardiacos de rata Wistar macho. Los Resulta-
dos plantean la necesidad de continuar los estudios diferencian-
do FC entre machos y hembras.

0037 (125) PRODUCCION VASCULAR DE PROSTANOIDES EN
DISTINTOS PERIODOS DE SOBRECARGA DE
FRUCTOSA EN LA RATA. AM Puy6 !, M Zabalza !, M A
Mayer !, A Carranza !, | R Faya !, H A Peredo !

1Céatedras de Anatomia Humana (Macro y Microscopica) y
Farmacotecnia |, Facultad de Farmacia y Bioquimica. Uni-
versidad de Buenos  Aires y CONICET.
<anapuyo@gmail.com>
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La sobrecarga oral de fructosa (F) provoca en la rata
hipertrigliceridemia, resistencia a la insulina y aumento de la pre-
sién arterial (PA), cuadro similar al sindrome metabdlico. Previa-
mente hallamos modificaciones en la produccion de prostanoides
(PR) en la aorta (A) y el lecho mesentérico (LM) en este modelo.
Nuestro objetivo fue estudiar el efecto del tratamiento con F, du-
rante distintos periodos, sobre la producciéon de PR vasculares,
parametros metabdlicos y PA. Se utilizaron 8 grupos de ratas
Sprague-Dawley, controles (C4, C9, C15 y C22: dieta normal) y
con sobrecarga de F (F4, F9, F15y F 22: F al 10% P/V para be-
ber) durante 4, 9, 15 y 22 semanas. La PA sistélica se midié por
método indirecto. Los animales fueron sacrificados después de los
distintos periodos de tratamiento y los LM y A se incubaron 60
min a 37°C en Krebs. Los PR liberados se midieron por HPLC.
Se registraron cambios en prostaglandinas (PG) E, y 6-ceto F 4,
metabolito de prostaciclina (PGL,). En A, F disminuy6 PGI, (ng/
mg tejido) a las 9 (F9: 65+9 vs. C9: 165+15, p<0.001), a las 15
(F15: 76411 vs. C15: 178421, p<0.01) y a las 22 semanas (F22:
74%12 vs. C22: 192+20, p<0.001). En LM, F disminuy6 PGI, a
las 9 (F9: 6048 vs. C9: 9945, p<0.05) y la aument6 a las 22 se-
manas (F22: 208+31 vs C22: 96+12, p<0.001). El tratamiento dis-
minuy6 PGE, en los 4 periodos (F4: 305 vs C4: 93+18, p<0.001;
F9: 32+4 vs. C9: 936, p<0.001; F15: 27+8 vs. C15: 70+8, p<0.01;
F22: 2545 vs. C22: 87+13, p<0.001). En resumen, la F reduce la
produccién vascular de PR vasodilatadores, y al no modificar los
vasoconstrictores, desplaza el equilibrio hacia compuestos
deletéreos. El incremento en PGI, a las 22 semanas se atribuiria
a un mecanismo de compensacion de la disminucion de PGE, y
otros vasodilatadores como el éxido nitrico, reportados en este
modelo. Como conclusion, la F tiene consecuencias negativas
para el estado metabdlico y hemodinamico del animal, que ya se
manifiestan a las 4 semanas de tratamiento.

0038 (232) PARTICIPACION DEL SISTEMA DEL OXIDO NiTRI-
CO EN LOS EFECTOS CARDIOVASCULARES DEL
PEPTIDO NATRIURETICO TIPO C EN RATAS ESPONTA-
NEAMENTE HIPERTENSAS. C C Caniffi 1 2, F Visintini Jai-
me *2, R Elesgaray * 2, D Rodriguez lerace 2, C Arranz * 2, M
dIA Costa 2

1Catedra de Fisiologia, Facultad de Farmacia y Bioquimica,
UBA; ?2IQUIMEFA - CONICET <rosanae@ffyb.uba.ar>

En estudios previos mostramos que la activacién del sistema
del NO estéa involucrada en el efecto hipotensor del péptido
natriurético tipo C (CNP) en ratas normotensas. Objetivo: Inves-
tigar el efecto de la infusién aguda de CNP sobre el sistema del
NO cardiovascular en ratas espontaneamente hipertensas (SHR).
Se utilizaron SHR y sus controles normotensos Wistar Kyoto
(WKY) separados en dos grupos: Grupo I: Infusién salina (60 min,
0.05 ml/min); Grupo II: bolus CNP (10 mg/kg) + infusion CNP (60
min, 1 mg/kg.min). Se registré la presion arterial media (PAM) y
se recolect6 orina para evaluar la excrecién de nitritos y nitratos
(NOx; nmol/min.100g) por método de Griess. Se extrajeron arte-
ria aorta (AA) y ventriculo izquierdo (V1) para determinar la acti-
vidad NADPH-diaforasa y la actividad NOS (pmol L-[U14C]-
citrulina/g tejido.min) con L-[U14C]-arginina como sustrato. Resul-
tados: EI CNP indujo un aumento en la excrecion de NOx (WKY:
0.9+0.01 vs 1.5 +0.12*; SHR: 1.4+0.5 vs 1.9 +0.3*; *p<0.01) y una
disminucion de PAM (D: WKY= -7+3 vs SHR= -15+7 mmHg, ns).
El CNP aumenté la actividad de la NOS cardiaca y vascular en
ambos grupos, pero la respuesta al péptido fue menor en los
animales hipertensos (AA: Delta: WKY= 112.9 vs SHR= 80.7; VI:
Delta: WKY= 100 vs SHR= 85.4)

Actividad ENDOTELIO MUSC LISO VENTRICULO
NADPH-d

WKY SF 0,168 + 0,004 0,215 £ 0,002 0,167 + 0,001
WKY CNP 0,181 + 0,006 * 0,229 + 0,003 * 0,182 + 0,002 *
SHR SF 0,198 + 0,007 * 0,249 £ 0,005 * 0,183 + 0,006 *
SHR CNP 0,208 + 0,005 # 0,262 + 0,003 # 0,196 + 0,002 #
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* p< 0,01 vs WKY con SF; # p<0,01 vs SHR con SF Conclusion:
La elevada excrecion de NOx sugiere que el CNP induce un au-
mento en produccion sistémica de NO. El aumento del NO seria,
al menos en parte, responsable de los efectos del CNP en cora-
z6n y vasos sanguineos. La respuesta al CNP en los animales
hipertensos estaria alterada. Dicha alteracion podria ser la res-
ponsable del desarrollo y/o mantenimiento del estado hipertensivo
en este modelo animal

0039 (255) FOSFORILACION CAMKII-DEPENDIENTE DEL CA-
NAL LIBERADOR DE CA2+ (RYR2) DEL RETICULO
SARCOPLASMATICO (RS) DURANTE EL ATONTAMIEN-
TO Y EL PRECONDICIONAMIENTO EN EL MIOCARDIO
DE RATA. RV Becerra !, M Said *, C Mundifia-Weilenmann
. A Mattiazzi %, L Vittone *

1Centro de Investigaciones Cardiovasculares, Facultad de
Ciencias Médicas, UNLP <rogreta@hotmail.com>

La sobrecarga de Ca?* es una de las principales causas de
disfuncion contractil reversible o atontamiento (AT) en la injuria
por isquemia/reperfusién (I/R) en el miocardio. En el AT la fun-
cion del RS esta deprimida y se asocia a una mayor pérdida de
Ca?" por RyR2. Uno o varios episodios I/R breves previos a la I/R
prolongada (precondicionamiento, PC) disminuyen la pérdida de
Ca?" del RS y mejoran la contractilidad en el AT. Sin embargo no
se conocen los mecanismos que regulan la actividad del RyR2
en AT y PC. Trabajos previos de nuestro laboratorio demostra-
ron un aumento de la actividad de CaMKII en la reperfusion. Esto
nos llevo a hipotetizar que la fosforilacion CaMKII-dependiente de
RyR2 (residuo Ser2815) podria asociarse a los cambios de acti-
vidad del RyR2 en I/R. Corazones de rata aislados se sometie-
ron a I/R de 20/30min (AT) con o sin previo (PC) 5/10min o sin I/
R (Control, C). La fosforilacion de RyR2 se midi6 con anticuerpos
contra el sitio fosforilado CaMKIlI-dependiente (PS2815-RyR2). La
actividad de RyR2 se determind en vesiculas aisladas de RS por
unién de *HRy a concentraciones similares al calcio diastélico y
sistélico (pCa 7 y 5). Resultados: PSer2815 aument6 de 97.3 +
2.7%(C) a 394.1 + 57.0% (R 1min en AT). Esta fosforilacion dis-
minuy6 hacia valores controles en corazones con PC. Un patrén
similar se detect6 en la actividad de RyR2: la uniéon de *HRy
(pg®HRyY/mg prot RS) fue 0,177 + 0,009 (C), 0,383 + 0,061 (AT) y
0,192 + 0,004 (PC) a pCab. Resultados similares se detectaron a
pCa7. Conclusion: los Resultados sugieren que PSer2815 parti-
cipa del control de la actividad de RyR2 en AT y PC y que esta
fosforilacién facilitaria la salida de Ca?" desde el RS.

0040 (523) CA/CALMODULINA QUINASA (CAMKII): UNA NUE-
VA SENAL INVOLUCRADA EN LA MUERTE DEL
MIOCARDIO POR ISQUEMIA Y REPERFUSION. M A Sa-
las?, C A Valverde!, M Said*, E L Portiansky?, A Mattiazzi*

1Centro de Investigaciones Cardiovasculares, Facultad de
Ciencias Médicas, UNLP; ?Catedra de Patologia, Facultad
de Ciencias Veterinarias, UNLP <salasmarga@gmail.com>

Durante la reperfusién coronaria (R) que sigue a la isquemia
(I/R) ocurre el mayor dafio miocardico. Conocer el mecanismo que
lo produce es fundamental para reducir la muerte celular por
necrosis y/o apoptosis. Previamente demostramos el rol deletéreo
de la CaMKIl en la I/R. Nuestro objetivo es ahora determinar la
cascada de sefiales involucradas en este efecto. Corazones
perfundidos (Langendorff) de ratas, ratones transgénicos (TG) con
inhibicion de CaMKII a nivel del reticulo sarcoplasmatico (RS) y
controles (WT) fueron sometidos a un protocolo de I/R (45/
120min). En ratas, la I/R se realizd, en presencia o no de los si-
guientes inhibidores: rutenium red (uniporter mitocondrial, UM),
ciclosporina A (poro mitocondrial, PM), tapsigarguina (Ca ATP-asa
del RS, SERCA), dantrolene (canal de rianodina, RyR2) y KN-93
(CaMKIll). Se midi6: tamafio de infarto (TTC), liberaciéon de LDH,
grado de apoptosis (TUNEL, caspasa-3 activada, relacion bax/
bcl2) y fosforilacion del residuo Thr'” de fosfolamban (PThr-PLN)
sustrato especifico de CaMKII. PThr-PLN aumenté a 52.2 + 8.0
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enla R vs 11.5 + 3.0 % (preisq), confirmando la activacion de
CaMKIll en la R. KN-93 redujo el tamafio de infarto (59 + 7.4 vs
33 + 4.7%), los niveles de LDH (863 + 135 vs 296 + 87 U/L), el
nimero de nulcleos apoptoticos (3.3 + 0.6 vs 1.3 + 0.4%), la rela-
cién bax/bcl2 y la actividad de caspasa-3. Los ratones TG dismi-
nuyeron el tamafio de infarto y la LDH vs los WT. La inhibicion
de SERCA, RyR2, UM y apertura del PM, disminuyeron
significativamente el tamafio de infarto y la apoptosis (TUNEL).
En todos los casos p < 0.05. Los Resultados en animales TG y la
disminucion de la relacién bax/bcl2 en presencia de KN-93, indi-
can que la CaMKIl forma parte de una cascada que involucra al
RS y las mitocondrias en la muerte celular por I/R. Se sugiere que
CaMKll, a través de la fosforilacion de proteinas del RS (RyR2),
induciria la pérdida de Ca del mismo, con sobrecarga de Ca
mitocondrial y muerte por necrosis y apoptosis.

0041 (610) CROSS TALK ENTRE RECEPTORES ALFA1 Y AT1
EN CONEJOS HIPERCOLESTEROLEMICOS. S Jerez 12, L
Sierra ' 2, F Scacchi * 2, M Peral de Bruno * 2.

1Fac.Ciencias Naturales y Fac.Medicina; 2Depto Bioingenie-
ria (INSIBIO-CONICET-UNT) <sjerez@herrera.unt.edu.ar>

Previamente demostramos una desensibilizacion heteréloga
(cross talk) dependiente de endotelio entre receptores alfal y AT1
en aorta de conejo. Objetivo: analizar dicho fenémeno en condi-
ciones de disfuncién endotelial generada por hipercoles-terolemia.
Metodologias : conejos se alimentaron 6-7 semanas con una die-
ta rica en colesterol al 1% (DH) o con una dieta control (DC). Se
midioé presion arterial media (PAM), CT, LDL, HDL y TG. En aorta
toracica se midi6 reactividad y potenciales de membrana en repo-
so (Pm). Para evaluar la influencia del estimulo de: A) los recep-
tores alfa 1 sobre la respuesta a Ang II: se realizd6 una CDRA a
NA control y en presencia de losartan 10-7 M, se lavé el tejido y
se efectu6 una CDRA a Ang Il en iguales condiciones. B) los re-
ceptores AT1 sobre la respuesta a NA: se realiz6 una CDRA a Ang
Il control y en presencia de prazosin 10-6 M, se lavo el tejido y se
efectué una CDRA a NA. Se realizaron mediciones de Pm antes y
después de estimular con Ang Il o NA y después de 20 min de la-
vados. Resultados: La PAM fue similar en conejos con DC y DH.
Los valores de CT y LDL fueron mayores en conejos con DH. En
arterias de conejos con DH: 1) La reactividad a Ang Il fue mayor
pero la respuesta a NA fue similar. 2) Ang Il sensibiliz6 la respues-
ta a NA. El losartan no modific6 la sensibilidad a la NA pero blo-
qued el efecto de la Ang II. 3) Un estimulo previo con NA
desensibiliz6 la respuesta a la Ang Il. El prazosin no modifico la
sensibilidad a Ang Il pero incrementé la desensibilizacién inducida
por NA. 4) Ang Il dej6 la membrana despolarizada y NA la dejé
hiperpolarizada después del lavado. Conclusiones: la persistencia
de desensiblizacion heter6loga a Ang Il en la hipercolesterolemia
seria un mecanismo compensador del aumento de reactividad. Sin
embargo Ang Il sensibiliza la respuesta a NA. Este cross talk con-
tribuiria a sostener la PAM normal a pesar de la disfuncion
endotelial. El mecanismo de este fenémeno involucraria modifica-
ciones del Pm.

0042 (646) HIPERTENSION, ALTA INGESTA DE SAL Y ESTRES
OXIDATIVO: EFECTO DE LOSARTAN VERSUS
ATENOLOL E Cavanagh !, M Ferder ¢, | Stella *, L Ferder 2,
F Inserra *.

Instituto de Fisiopatologia Cardiovascular, Fac. Medicina,
UBA; ?Physiology and Pharmacology Department, Ponce
School of Medicine, Ponce, Puerto Rico
<elenacavanagh@yahoo.com.ar>

La hipertension y las dietas ricas en sodio estimulan la pro-
duccién de oxidantes, lo que contribuye al dafio de érganos blanco.
La inhibicién del sistema renina-angiotensina, reduce la presiéon
arterial, e inhibe la formacion de oxidantes derivados de la unién de
la angiotensina-Il a su receptor AT1. Se investigé la capacidad de
un bloqueador AT1 (losartan) para proteger el corazén y cerebro del
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dafio oxidativo provocado por los efectos combinados de la
hipertension y alta ingesta de sal. Ratas SHR (n=10/grupo) recibie-
ron (durante 5 meses) agua de beber pura (grupo SH), o con 1,5%
NaCl (SH+S), 0 1,5% NaCl y 30mg losartan/kg/dia (SH+S+L), o 50mg
atenolol/kg/dia (SH+S+A). Diez ratas WKY (W) fueron controles.
PAS: W=119+3", SH=180+4, SH+S=210+52, SH+S+L=141+33,
SH+S+A=140+4° mmHg (*p<0,05 vs SH, SH+S, SH+S+L, SH+S+A;
?p<0,05 vs SH, SH+S+L, SH+S+A; °3p<0,05 vs SH).
Inmunomarcaciones _en Corazén: W=44+91, SH=60+122,
SH+S=150+263, SH+S+L=76+15, SH+S+A=91+17 um? Colageno IlI
(*p<0,05 vs SH+S, SH+S+A; 2p<0,05 vs SH+S; *p<0,05 vs SH+S+L)
y W=2,0+0,61, SH=28,3+6,5, SH+S=32,0+4,82, SH+S+L=11,8+2,9,
SH+S+A=16,6+4 [um2x10] NTir (marcador de oxidacién a proteinas)
(*p<0,05 vs SH, SH+S, SH+S+A; 2p<0,05 vs. SH+S+L).
Inmunomarcaciones en Cerebro: a) RECA-1 (marcador endotelial):
W=2,93+0,92, SH=1,96+0,30, SH+S=1,69+0,34,
SH+S+L=2,42+0,50, SH+S+A=2,15+0,47 % (*p<0,05 vs SH, SH+S);
b) MCP-1 (marcador de inflamacién): W=2,24+1,61, SH=6,43+1,75;
SH+S=10,1+3,3, SH+S+L=6,42+1,9, SH+S+A=7,56+2,44 [um?x 10
%] (*p<0,05 vs SH, SH+S, SH+S+A), y c) NTir: W=361+104",
SH=474+84, SH+S=596+662%, SH+S+L=359+78, SH+S+A=516+134
um?, (*p<0,05 vs SH+S, 2p<0,05 vs SH+S+L). Las defensas
antioxidantes mostraron un patrén complejo de cambios. En cora-
z6n NTir correlacion6é con Colageno Il (r=0,475, p=0,0025). En este
modelo experimental de hipertensiéon con alto consumo de sal,
losartan pero no atenolol, protege al miocardio y al cerebro del dafio
oxidativo asociado al deterioro estructural.

CARDIOVASCULAR P1

0043 (191) EL POSCONDICIONAMIENTO ISQUEMICO ATENUA
LA ACTIVIDAD DE MMP-2 Y REDUCE EL TAMANO DE
INFARTO EN EL CORAZON AISLADO DE CONEJO . B
Buchholz *, V Miksztowicz 2, V D"Annunzio *, A Quiroga %, C
Lorenzo Carrién !, G Berg 2, M Donato *, R J Gelpi *

Instituto de Fisiopatologia Cardiovascular Facultad de Me-
dicina Universidad de Buenos Aires; 2Laboratorio de
Lipidos y Lipoproteinas Facultad de Farmacia y Bioquimica
Universidad de Buenos Aires <vdannunzio@gmail.com>

Las metaloproteasas de la matriz (MMP) han sido
involucradas en el dafio por isquemia/reperfusion. El
precondicionamiento isquémico disminuye el dafio isquémico, en
parte atenuando la actividad de MMP-2, sin embargo no fueron
estudiados los efectos del poscondicionamiento (Pos-con) sobre
la actividad de MMP-2. Objetivo: Evaluar el efecto del Pos-con
sobre la actividad de MMP-2 y su relaciéon con el tamafio de in-
farto. Corazones aislados de conejos fueron perfundidos segun la
técnica de Langendorff. En el grupo 1 (G1, n=7), se realizé una
isquemia global de 30 min seguida de 120 min de reperfusion (R).
En el grupo 2 (G2, n=7) se repiti6 G1 pero se realizé al inicio de la
R dos ciclos de reperfusién/isquemia (30 seg cada uno, Pos-con).
En el grupo 3 (G3, n=6), se repitid G1, pero durante los primeros 2
min de la R se administré doxiciclina. Se tomaron muestras de
efluente coronario para medir actividad de MMP-2 en situacion
basal y a los 2, 5y 30 min de la R. Se midi6 el tamafio de infarto
utilizando trifenil tetrazolium. X+ESM.* p<0.05 vs. G1. AR: Area
relativa. ND: no detectable. El infarto fue de 16.2+1.2 en G1 y se
redujo a 5.6+0.9 y 4.9+0.9 en G2 y G3, respectivamente (p<0.05).

MMP-2 MMP-2 MMP-2 MMP-2

Basal 2 min R 5 min R 30 min R
G1 (%) 10010 88.2+12 63.7+13 40.8+10
G2 (%) 10040 38.2+8* 27.3+10* 1.1+0*
G3 (%) 100+0 ND ND ND

El Pos-con reduce el tamafio de infarto y atenta la actividad
de la MMP-2 durante la reperfusién, la administracion de
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doxiciclina aboli6 la actividad de las MMP- 2 y redujo
significativamente el tamafo de infarto. Nuestros datos sugieren
que la MMP-2 podria estar involucrada en el mecanismo de pro-
teccion del poscondicionamiento isquémico.

0044 (235) PAPEL DE LOS CANALES MITOCONDRIALES SEN-
SIBLES AL ATP (KATP) EN LOS EFECTOS BENEFICIO-
SOS DEL AYUNO (24 H) (AY) SOBRE LA FUNCIONALIDAD
MITOCONDRIAL EN CORAZONES DE RATA SOMETIDOS
A ISQUEMIA (1)-REPERFUSION (RP). M G Marina Prendes
t,M S Gonzélez ¢, M E Torresin *, N Pascale ¢, E Savino %, A
Varela !

1Catedra de Fisiologia, FFyB, UBA. IQUIMEFA-CONICET
<mgabymp@yahoo.com.ar>

Trabajos previos mostraron que el AY mejora la recuperacion
contractil en corazones perfundidos Langendorff sometidos a |
(25min)-RP (30min), efecto que es revertido por el 5-
hidroxidecanoico (HD), bloqueante de los K, ,, administrado 10
min antes de la | hasta el fin de la RP. Objetivos: explorar si la
proteccién ejercida por el AY se acompafia de preservacion de
la funcionalidad mitocondrial y evaluar si el HD modifica los efec-
tos del AY. Se midi6 la transicion de la permeabilidad mitocondrial
(TPM) in situ mediante el atrapamiento mitocondrial de *H-2-
desoxiglucosa. Los Resultados fueron expresados como
10°*Hdpm mitocondrial/unidad de citrato sintasa/dpm total/gh. La
produccion de ATP (umoles/min/mg proteina), en mitocondrias
aisladas al final de la I-RP, se midié por luminometria. Se midi6
el lactato (umol/gseco) al final de la I. Para descartar efectos di-
rectos del HD sobre la glucdlisis, se midi6 el consumo de gluco-
sa (mmol/L/30min) y la produccién de lactato (mmol/L/30min) en
extractos de corazén conteniendo las enzimas glucoliticas. Coin-
cidiendo con la menor TPM la produccién de ATP fue mayor en
mitocondrias de corazones AY vs Al: TPM: 69,37+6,48 vs
96,36+14, p<0,05; ATP:393,53+39,37vs203,58+24,00, p<0,01. El
lactato fue menor en AY (112,53+15,00vs163,00+14, p<0,05). El
HD no modificé la TPM (106,42+17,99) ni la produccion de ATP
(163,97+14,99) en Al, pero revirti6 los efectos del AY
(TPM:92,95+10,96, p<0,05; ATP:184,84+30,60, p<0,01;). El HD
redujo el lactato en Al'y AY (57+1, p<0,01 y 55,9+7,3, p<0,05) y
no cambioé el consumo de glucosa y la produccién de lactato en
el extracto glucolitico. Los datos indican que la atenuacion de la
TPM por el AY se acompafia de preservacion de la funcionalidad
mitocondrial y sugieren la participacion de los K, en este efec-
to. Sin embargo, los efectos del HD podrian también ser conse-
cuencia de su propia oxidacion parcial, lo que explicaria la me-
nor produccion isquémica de lactato por efecto Randle en presen-
cia de este agente.

0045 (277) EFECTOS DEL PREACONDICIONAMIENTO
ISQUEMICO EN RATAS HIPERTENSAS ESPONTANEAS
FRENTE A ISQUEMIAS DE DISTINTA DURACION: PAPEL
DEL OXIDO NITRICO. J C Fantinellit, | A Pérez Nufiez}, S
Mosca *

iCentro de Investigaciones Cardiovasculares

<smosca@atlas.med.unlp.edu.ar>

Trabajos previos muestran que las ratas hipertensas espon-
tdneas (SHR) seniles son menos tolerantes a la isquemia-
reperfusion que las ratas normotensas. Sin embargo no es clara
la respuesta de SHR adultas como asi también existen pocos
datos sobre los efectos y mediadores del preacondicionamiento
isquémico (PI). Para dar contestacion a estos interrogantes cora-
zones aislados de SHR y de ratas WKY (normotensas) de 5 me-
ses de edad, fueron asignados a los siguientes protocolos, des-
pués de 25min de estabilizacién: 1) 35min de isquemia global (IG)
y 2 hs de reperfusion (R); 2) 50min de IG y 2hs de R; 3) PI: 1
ciclo de 5min de IG y 10min de R previo a la IG35 y 50; 4) PI: 3
ciclos de 2min de IG y 5min de R previos a IG50. Para dilucidar
la participaciéon del 6xido nitrico (NO) en el PI se realizaron los
protocolos 3 y 4 en presencia de L-NAME, inhibidor de la 6xido
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nitrico sintetasa. Al final de la reperfusion se midié el tamafio del
infarto (TI) a través de la tincién con sales de tetrazolio y se ex-
pres6 como % del area de riesgo. El Pl 1ciclo disminuyé
significativamente el Tl obtenido en el protocolo 1 en ambas ce-
pas de ratas (14 £ 1% vs 29 + 6 % en WKY y 13 + 3% vs 35 +
5% en SHR). Sin embargo, el Pl 1 ciclo disminuyé el Tl obtenido
con IG50 s6lo en WKY (10 + 2 % vs 25 + 2%, p< 0.05) y no lo
modificé en SHR (56 + 7% vs 55 + 7%). El PI 3 ciclos disminuyé
significativamente el Tl obtenido con IG50 en ambas cepas de
ratas (WKY=13 * 5%; SHR= 25 + 3%). El tratamiento con L-NAME
anulé el efecto protector del Pl en SHR (29 + 3% y 42 + 3% con
1y 3 ciclos, respectivamente), pero no alter6 la proteccién en las
ratas WKY. Estos datos muestran que a isquemias mas prolon-
gadas las SHR adultas muestran Tl mayores que las ratas
normotensas, siendo necesaria la aplicacién de un mayor nime-
ro de ciclos preacondicionantes para lograr proteccion. Indepen-
dientemente de la duracion de la isquemia, los efectos
cardioprotectores del Pl en SHR son mediados por el NO.

0046 (303) EFECTOS DE LA INHIBICION DE LA OXIDO NiTRI-
CO SINTETASA SOBRE EL ESTRES OXIDATIVO EN EL
PREACONDICIONAMIENTO ISQUEMICO EN EL
MIOCARDIO HIPERTROFICO. | A Pérez Nufiez ¢, J C
Fantinelli *, G Schinella 2, S M Mosca *

1Centro de Investigaciones Cardiovasculares; ?Catedra de
Farmacologia Basica, Facultad de Ciencias Médicas, UNLP
<i.a.p.n@hotmail.com>

El 6xido nitrico (NO) ejerce acciones beneficiosas y perjudi-
ciales durante la isquemia y reperfusion. Estos efectos opuestos
han sido vinculados a la relacion del NO con las especies reactivas
del oxigeno. Con el objeto de determinar esta relacion en el
miocardio hipertréfico, corazones aislados de ratas hipertensas
espontaneas (SHR) fueron asignados a los siguientes protocolos,
después de 25min de estabilizacion: 1) 35min de isquemia glo-
bal (IG) y 2 hs de reperfusion (R); 2) 50min de IG y 2hs de R; 3)
Preacondicionamiento isquémico (PI): 1 ciclo de 5min de IG y
10min de R previo a IG35; 4) PI: 3 ciclos de 2min de IG y 5min
de R previos a la IG50. Estos dos ultimos protocolos se repitie-
ron en presencia de L-NAME, inhibidor de la éxido nitrico
sintetasa. Al final de la R, se midi6 en el tejido cardiaco el conte-
nido de glutation reducido (GSH), la actividad citosélica de la
enzima superoxido dismutasa Mn-dependiente (SODMn) y la
peroxidacion lipidica, a través de la concentracion de sustancias
sensibles al acido tiobarbitarico (TBARS). Ambos protocolos de
PI atenuaron la disminuciéon de GSH obtenida en los protocolos
1y2(83+2.1vs3.8+0.5mg/mgprotconlIG35y 7.1+ 1.3vs
1.7 £ 0.2 mg/mgprot con IG50, p<0.05). Las TBARS disminuye-
ron en los corazones preacondicionados con respecto a los no
preacondicionados (0.35 + 0.02 vs 0.52 + 0.05 con IG35y 0.71 +
0.04 vs 0.84 + 0.05 nmol/mgprot con IG50, p< 0.05). Ambos pro-
tocolos de PI disminuyeron la actividad de la SODMn en aproxi-
madamente un 70% y un 50% con respecto a los valores obteni-
dos en los controles con IG35 e IG50, respectivamente. El trata-
miento con L-NAME anul6 parcialmente los efectos del PI, detec-
tandose en los corazones un bajo contenido de GSH y un aumento
de la actividad citosolica de SODMn y de la peroxidacién lipidica.
Estos Resultados muestran que el estrés oxidativo producido por
la isquemia y reperfusion en SHR disminuye con el Pl y que este
efecto es mediado por el NO.

0047 (498) EFECTO DEL ESTRES CRONICO SOBRE LA COM-
POSICION DE ACIDOS GRASOS, EL ESTADO DE ESTRES
OXIDATIVO Y LA ATEROGENESIS EN RATAS.

H G Scoppa !, M Bianco !, A Niebylski *, N Bensi , M
Mugnaini 2, G Chiostri *, M Garcia ®, H F Gauna *

Fisiologia Animal Facultad de Ciencias Exactas Fisico-
Quimicas y Naturales Universidad Nacional de Rio Cuar-
to; 2Dpto Embriologia. Facultad de Agronomia y Veterina-
ria UNRC; Quimica Bioldgica Facultad de Ciencias Exac-
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tas Fisico-Quimicas y Naturales Universidad Nacional de
Rio Cuarto <hscoppa@exa.unrc.edu.ar>

El estrés crénico intermitente (inmovilizacién en plancha 2hs/
dia/3 veces por semana (IMO), durante 180 dias) puede interferir
en la biosintesis, composicién de acidos grasos y en el metabo-
lismo de las lipoproteinas. El objetivo de este trabajo fue evaluar
los cambios producidos en los acidos grasos plasmaticos (AGP),
el estado de estrés oxidativo (EO) y la aterogénesis en ratas. Se
utilizaron ratas Wistar macho en condiciones estandar de bioterio,
divididas en controles (C) y estresadas (E). Se determinaron los
AGP por cromatografia gaseosa (GC), se separaron las
lipoproteinas por ultracentrifugacion y se cuantificaron; se calcu-
laron los indices aterogénicos y se cuantificé la concentracion de
apolipoproteina B, colesterol no-HDL vy lipoproteina (a). Como
biomarcadores de estrés oxidativo se determinaron las sustancias
reactivas al &cido tiobarbitarico (TBARS) en plasma y nitrotirosina
en aorta de ratas. El grupo E presenté valores aumentados (GC)
de los &cidos monoinsaturados oleico (57%) y palmitoleico (251%)
y menores valores de los acidos poliinsaturados araquidénico
(32%) y linoleico (44%) con respecto al grupo C. Las concentra-
ciones de colesterol en las fracciones VLDL (30%, p=0,0019), LDL
(61%, p= 0,0002) y HDL (41%, p=0,0002) fueron mayores en el
grupo E que en el C, respectivamente. Los indices aterogénicos
colesterol-LDL/triacilglicéridos-LDL, apolipoproteina B, colesterol
no-HDL vy lipoproteina (a) fueron superiores en E respecto de los
C (p= 0,005). Los valores plasmaticos de TBARS fueron mayo-
res (31%, p=0,00003) en los E que en C y la nitrotiroxina presen-
t6é reaccion positiva en animales E. No hubo compromiso del es-
tado general de los animales. Se puede concluir que el IMO pro-
longado produce un aumento significativo en los patrones
aterogénicos del plasma sanguineo, incrementa el EO y modifica
marcadamente el perfil de los AGP, lo que sugiere la participa-
cion de estos parametros en la regulacién del metabolismo de
lipoproteinas y en la aterogénesis.

0048 (532) DINAMICA DE LOS PEQUENOS PROTEOGLICA-
NOS RICOS EN LEUCINA DE LA MATRIZ EXTRACELU-
LAR VASCULAR EN UN MODELO ANIMAL DE
ATEROESCLEROSIS. G C Calabrese *, R Oberkersch *

1 Céatedra De Biologia Celular-Facultad De Farmacia Y
Bioquimica - Universidad De Buenos Aires
<gcalabe@ffyb.uba.ar>

El remodelado de la matriz extracelular vascular adquiere re-
levancia en la ateroesclerosis. Los pequefios proteoglicanos ricos
en leucina (SLRPs), decorina y biglicano, desempefian papeles
importantes en la organizacién de la matriz extracelular vascular
y en la regulacion de la proliferacién y migracion endotelial. Nos
propusimos estudiar la produccién de los SLRPs y los mecanis-
mos de sefializacion intracelular involucrados, en un modelo ani-
mal de ateroesclerosis. Ratas Wistar macho (150-175 gr) alimen-
tadas durante 4 semanas con una dieta suplementada con
colesterol (2%) y acido célico (1%) (Hcol) fueron comparadas con
el grupo control (C). La secrecion de los SLRPs fue analizada por
inmunohistoquimica sobre los criocortes de las aortas, previa di-
gestion con condroitinasa ABC. Las células endoteliales adrticas
(CEAs) fueron aisladas y sometidas al fraccionamiento celular por
centrifugacion diferencial. La produccion de SLRPs y de las
citoquinas TGFB y TNFp se realiz6 sobre la fraccion correspon-
diente a las membranas biolégicas por Western Blot; al igual que
la distribucién nucleo/citosol de NF-kappaB y STAT3. Los Resul-
tados fueron: 1) La degradacion enzimatica en los criocortes po-
sibilité la visualizacion de decorina en la intima ensanchada de
las aortas Hcol; 2) la digestion con condroitinasa de las membra-
nas biolégicas de las CEAs fue un requerimiento necesario para
detectar la produccion de decorina en los Hcol, 3) se observé una
disminucion en la produccion de TNFa en animales Hcol (DO 8.79
vs 17.34; Hcol vs C, respectivamente) junto a una menor
translocacion al nucleo de NF-kappaB y STAT3 (P<0.01, n=4) y
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4) No se detecto6 produccion de TGFa en los animales Hcol. Los
Resultados sugieren que el balance TNFa /TGFB, se inclina ha-
cia la citoquina proaterogénica TNF4, la cual modularia la expre-
sion de genes proinflamatorios, dentro de los cuales la modifica-
cion del patrén de glicosilacion de SLRPs parece adquirir relevan-
cia en el ensanchamiento difuso de la intima aodrtica.

0049 (629) FOSFORILACION DEL RESIDUO SER67 DE LA
SUBUNIDAD REGULATORIA DE LA FOSFATASATIPO 1
(PP1GM) DURANTE LA ESTIMULACION BETA-
ADRENERGICA DEL MUSCULO CARDIACO Y EN LA
PROGRESION HACIA LA INSUFICIENCIA CARDIACA. |
Lucotti *, M Said ¢, L Vittone *, G Rinaldi !, A Mattiazzi *, C
Mundifia-Weilenmann *

1Centro de Investigaciones Cardiovasculares, Facultad de
Ciencias Medicas de La Plata <ignaciolucotti@hotmail.com>

La fosfatasa tipo 1 (PP1) es la principal fosfatasa que regula
la desfosforilacién de proteinas involucradas en el manejo del Ca
intracelular en el misculo estriado. La PP1 esta compuesta por
una subunidad regulatoria (PP1GM) y una subunidad catalitica
(PP1c). PP1GM localiza a la PPlc en diferentes sitios
subcelulares modulando la especificidad de PP1c. PP1GM es
blanco de sefiales extracelulares: en musculo esquelético de co-
nejos, la adrenalina aumenta la fosforilacion de PP1GM asocia-
da a las particulas de glucégeno en los residuos Ser48 y Ser67.
En estas condiciones PP1c se disocia de PP1GM y es menos
activa para desfosforilar la glucégeno sintetasa y la fosforilasa a.
No se conoce hasta el momento si un mecanismo similar de re-
gulacién de PP1GM ocurre en el musculo cardiaco. El propoésito
de este trabajo es estudiar esta posibilidad. Para ello tratamos
ratones con adrenalina (0,5 ug/g intracardiaca) y propranolol (40
ug/g). Cuadriceps y corazones fueron removidos y congelados
para su procesamiento. El tratamiento con adrenalina aument6 la
fosforilacion de la Ser67 de PP1GM en el masculo cardiaco (6,5
veces respecto a propranolol) de manera similar a lo que ocurrié
en muasculo esquelético (7,7 veces respecto a propranolol). El
aumento de la fosforilacion de los sitios de PP1GM ocurri6 sin
cambios en la expresion de la proteina. En corazones de rata
sometidos por 5 meses a coartacion adrtica, la fosforilacion del
residuo Ser67 de PP1GM aument6 respecto a ratas Sham ope-
radas (130.6+8.8% n=5) y esto se acompafié de un aumento de
la fosforilacion del residuo Ser16 de fosfolamban (PLN), proteina
que es el principal sustrato de la PPlc en el reticulo
sarcoplasmatico cardiaco (196.80+31.90%, n=8 respecto a ratas
sham). Estos Resultados son los primeros en indicar que en el
musculo cardiaco la fosforilacion de PP1GM podria ser un meca-
nismo de regulacion de la actividad de PP1c, cuyo sustrato PLN
es clave en la contractilidad y relajaciéon miocardicas.

0050 (631) CARACTERIZACION HORMONAL Y FUNCIONAL EN
LA HIPERTROFIA DE MIOCARDIO EN MODELOS CRO-
NICOS COMBINADOS DE HIPERTENSION ARTERIAL
RENOVASCULAR (RV) Y DOCA-SAL (DS). CS Cerrudo?,
F Matorra 2, | Seropian 2, S Cavallero !, G E Gonzélez 2, C
Morales 2, C M Hertig %, R J Gelpi ?, B E Fernandez *

1Céatedra de Fisiopatologia, INFIBIOQ, Facultad de Farma-
cia y Bioquimica; ?Instituto de Fisiopatologia Cardiovascular,
Departamento de Patologia, Facultad de Medicina. UBA;
SINGEBI-CONICET <cerrudocarolina@yahoo.com.ar>

Se continué caracterizando modelos crénicos RV y DS en ra-
tas a las 6 semanas (RV6, DS6) y 12 semanas (RV12, DS12),
grupos combinados (RV6/DS6, DS6/RV6) y sham. EI BNP en plas-
ma (RIA) tendié a aumentar en RV6 y RV12 y en RV6/DS6 los
niveles fueron similares a RV12 (pg/mI+ES, Shé6: 33,5+7,9; Sh12:
46,6+9,6; RV6: 127,1+67,9; RV12: 167,3+66,8; RV6/DS6:
188,3+82,4; n=5-6). El BNP aument6 por igual en DS6 y DS6/RV6,
y con niveles mayores en DS12 (Sh6: 33,5+7,9; Sh12: 46,6+9,6;
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DS6: 89,8+38,4; DS12: 243,5+144,7*; DS6/RV6: 104,9+22,1; *
p<0,05 vs Sh12 y DS6, n=3-5). El ARNm-BNP (Northern Blot)
aumento en ventriculo derecho 1,5-2 veces en todos los gru-
pos hipertensos, mientras que el ARNm-ANF no se modificé en
RV6, pero aumenté al doble en DS12 y DS6/RV6 y 3-4 veces
en DS6, RV12 y RV6/DS6. La expresion de ANF y BNP no
cambié en auricula izquierda. La funcién ventricular in vivo
mostré6 en DS aumento de presion diastélica final (PDFVI)
(mmHg+ES, Shé: 2,63+0,57; Sh12: 3,76+0,82; DS6: 5,12+1,72;
DS12: 7,09+1,94). La PDFVI no cambi6 en los grupos RV pero
tendi6 a aumentar en RV6/DS6 (Sh6: 2,63+0,7; Shl2:
3,76+0,82; RV6: 4,63+1,91; RV12: 4,55+0,57; RV6/DS6:
5,66+2,68). La presion desarrollada (PDVI) aument6 en RV12
pero no en RV6/DS6 (Sh6: 112+8; Sh12: 108+5; RV6: 129+5;
RV12: 176+7*#; RV6/DS6: 127+3$; *p<0,001 vs Sh12, #p<0,01
vs RV6, $p<0,01 vs RV12). La PDVI disminuy6 en DS12, pero
no en DS6/RV6 (DS6: 103+1; DS12: 82+8*; DS6/RV6: 131+5#$;
*p<0,05 vs Sh12, #p<0,05 vs DS6, $p<0,001 vs DS12). Se eva-
luo relajacion a través de T,, y Tau. T,, aument6 en DS12 y
se normaliz6 en DS6/RV6 (ms+ES, Sh6: 8,5+1,2; Shil2:
8,5+0,9; DS12: 16,2+2,1*; DS6/RV6: 7,9+1.4#; *p<0,01 vs
Sh12, #p<0,01 vs DS12). No hubo cambios en los grupos RV.
Tau mostré un comportamiento similar. Concluimos que el
modelo DS presenta funcién ventricular mas afectada con me-
nor PDVI y deterioro de la relajacién. El aumento de BNP que
caracteriza modelos RV de 4 a 12 semanas, acompafa la
disfuncién ventricular global de DS12.

0051 (661) PARTICIPACION DE LOS RECEPTORES BETA-2
ADRENERGICOS HIPOTALAMICOS EN EL CONTROL DE
LA PRESION ARTERIAL EN UN MODELO EXPERIMEN-
TAL DE SINDROME METABOLICO . E A Silberman *, M
Mayer !, C Hocht !, J Opezzo !, C Taira !, B Fernandez !, A
Puyé *

!Facultad de Medicina y Facultad de Farmacia y Bioquimica
UBA <kelo_silberman@hotmail.com>

En trabajos anteriores demostramos, mediante la aplicacion
intrahipotalamica de metoprolol un compromiso de receptores
Badrenérgicos hipotalamicos en el control de la presién arterial
en el modelo de hipertension arterial por sobrecarga con fructosa
(F). El objetivo del presente trabajo fue evaluar la actividad del
receptor R2-adrenérgico pre y post sinaptico en ratas F y anima-
les control (C) mediante la perfusion intrahipotalamica de
clenbuterol, un agonista B2 selectivo. Ratas macho fueron dividi-
das en dos grupos: fructosa (10% peso/volumen por 6 semanas)
y grupo C. Se canulé la arteria caroétida izquierda para la medi-
cion de la presién arterial media (PAM) y la frecuencia cardiaca
(FC). Se coloc6 una sonda de microdialisis en el area hipotalamica
anterior para la perfusion de clenbuterol (3 mg/ml), y se evalua-
ron los cambios hemodinamicos y los efectos sobre las concen-
traciones de noradrenalina y 3-metoxi-4-hidroxi-fenil-etilglicol
(MOPEG) en dializados hipotalamicos. La perfusién
intrahipotalamica de clenbuterol descendio la PAM. La respuesta
hipotensora fue significativamente menor en ratas F (-23,3 +/- 3,0;
n=0; p<0,05 versus ratas C) con respecto a animales C (-36,4 +/
- 3,5; n=6). No se observaron cambios significativos en la FC com-
parando ambos grupos. El clenbuterol incremento las concentra-
ciones de noradrenalina y MOPEG en dializados hipotalamicos de
ambos grupos. Mientras que el incremento de MOPEG fue simi-
lar en ratas F (188+/-27%; n=6) y animales C (210+/- 27%; n=6),
el aumento de noradrenalina inducido por clenbuterol fue
significativamente menor en ratas F (174+/- 44%; n=6; p<0,05
versus ratas C) con respecto al grupo C (294 +/- 44%; n=6). En
conclusién, considerando la menor respuesta hipotensora del
clenbuterol y el menor incremento hipotalamico de noradrenalina
inducido por el agonista, la actividad de receptores R2-
adrenérgico hipotalamicos, tanto post como presinapticos, se en-
cuentra reducida en hipertension arterial por sobrecarga de
fructosa.
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0052 (150) EFECTO DEL ACIDO HIALURONICO SOBRE LA
FLUIDEZ DE MEMBRANA ERITROCITARIA EN PACIEN-
TES CON ARTRITIS REUMATOIDEA. G Pistone *, L Urli ¢,
M J Svetaz 2, AM Gennaro 34, R Volpintesta 5, G Rombo %, S
Palatnik ®, A Luquita * ¢, M Rasia * ¢

1Catedra de Biofisica, Facultad de Ciencias Médicas, Uni-
versidad Nacional de Rosario.; ?Facultad Cs. Bioquimicas y
Farmacéuticas; *INTEC,CONICET,UNL,Santa Fe; *Fac. de
Bioquimica y Cs. Bioldgicas,UNL, °Catedra de Reuma-
tologia, Facultad de Ciencias Médicas, Universidad Nacio-
nal de Rosario.; °CIURN <giselapistone@hotmail.com>

En un trabajo anterior hemos demostrado que la disminucion
de la deformabilidad eritrocitaria de pacientes artriticos (AR) acti-
vos (DAS 28-4 > 2,6) correlacionaba significativamente con los ni-
veles séricos elevados de acido hialuréonico (AH). Estos Resulta-
dos nos condujeron a la hipétesis de que el AH presente en san-
gre de estos pacientes rigidiza la membrana eritrocitaria disminu-
yendo la fluidez de la misma, lo que nos propusimos demostrar en
este trabajo. Métodos: En la sangre de 12 pacientes artriticas (mu-
jeres (39 + 9 afios) con diferentes DAS 28-4) y de 12 controles
(dadoras sanas de similar edad) se midié la concentracion sérica
de AH (por ELISA). Pacientes y controles firmaron el consentimiento
por escrito. Por otro lado, los eritrocitos de pacientes y controles
fueron sometidos a lisis hipoténica (con buffer fosfato 5mM, 30 mi-
nutos a 4° C) para obtener membranas libre de hemoglobina. En
ellas se estim6 la movilidad de proteinas de membrana (W/S) por
resonancia paramagnética electrénica utilizando Maleimida Tempo
como marcador de spin. Resultados (mediana y IC95%): W/S
controles: 3,2 (3-3,5) vs. W/S artriticos: 2,65 (2,55-2,75) p< 0,01;
[AH] sérico controles: 20,00 (10,00-44,98) vs. [AH] sérico artriticos:
155,80 (44-346,34) p< 0,01. Correlacion (coeficiente de Spearman:
r) entre W/S y el [AH] sérico: r, = 0.81 (p< 0.0000) y entre DAS
28-4 'y [AH] sérico: r, = 0.87 (p< 0.0000). Conclusion: Los espec-
tros de EPR (W/S) indican que AH produce rigidizacion del
citoesqueleto de membrana. La disminucién en el parametro W/S
en pacientes con AR activa correlacion6 significativamente con los
niveles séricos elevados de AH, lo que sugiere la interaccion del
AH con las proteinas del citoesqueleto de membrana modificando
su conformacion y disminuyendo la fluidez de la membrana
eritrocitaria de estos pacientes.

0053 (154) INFLUENCIA DEL OXIDO NIiTRICO Y LA INER-
VACION ADRENERGICA SOBRE LA PRESION ARTE-RIAL
MEDIDA EN FORMA INDIRECTA EN LA COLA DE RATAS
WISTAR Y SHR. M Fritz %, G Rinaldi 2

1Facultad de Ciencias Médicas UNLP; *Centro de Investi-
gaciones Cardiovasculares. Facultad de Ciencias Médicas
UNLP <marianafritz@hotmail.com>

La presion arterial sistélica (PAS) se mide frecuentemente en
ratas por un método indirecto en la cola utilizando un manguito
de compresion y un detector de pulso. Usualmente se puede to-
mar una lectura cuando el pulso desaparece al inflar a una pre-
sion superior a la PAS, y otra cuando el pulso reaparece al des-
inflar por debajo de la misma. Habitualmente la lectura de
deflaciéon es la que se usa para estimar la PAS. Sin embargo
nosotros encontramos que en 73 ratas Wistar normotensas la
presion de deflacion (PD) era 6 + 0,6 mmHg inferior a la presiéon
de inflado (PI), y en 51 SHR esa diferencia se incremento a 16 +
1,4 mmHg. Aumentando el intervalo de compresién de la cola (lo
cual provoca isquemia) a 4 minutos la diferencia PI/PD aumento
a 27 £+ 3 mmHg en Wistar y 31 £+ 5 mmHg en SHR (p < 0,05),
sugiriendo la acumulaciéon de un metabolito vasodilatador. Este
aumento fue prevenido totalmente en Wistar y parcialmente en
SHR por administracion de papaverina, indicando una relaciéon con
el estado contractil del musculo liso de la arteria de la cola. El
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blogueo adrenérgico con compresion de 4 minutos redujo la dife-
rencia PI/PD a 13 + 5 mmHg en SHR (p < 0,05), pero fue inefec-
tivo en Wistar. Por el contrario la administracién de L-NAME dis-
minuy6 la diferencia PI/PD a 5 + 2 mmHg en Wistar (p < 0,05)
pero fue inefectiva en SHR. La medida simultdnea de la PAS en
la cola y por canulacion carotidea mostré que el valor indirecto
de inflacion coincidia con la lectura intraarterial directa. Conclu-
siones: 1- El valor de Pl debe ser considerado representativo de
la PAS ya que el valor de PD puede subestimarla dependiendo
del tiempo que dure la compresion de la cola. 2- La acumulacion
de 6xido nitrico debido a la interrupcion del flujo seria la principal
causa de subestimacién en Wistar. 3- En las SHR la acumulacion
de 6xido nitrico fue escasa y la activacion simpéatica mas otros
factores fisicos parecieron predominar en el descenso de PD con
respecto a PI.

0054 (204) EFECTO DE LA INMOVILIZACION (IMO) SOBRE LA
INDUCCION DE ESTRES OXIDATIVO Y DE LA PRESION
ARTERIAL (PA) EN RATAS VIEJAS. SN Binotti %, L Boccolini
1, M Puebla ?, N Bensi !, H Gauna !, A Niebylski

Fisiologia Animal Facultad de Ciencias Exactas Fisico-
Quimica y Naturales UNRC <sbinotti@exa.unrc.edu.ar>

Es conocido que la actividad del sistema antioxidante de los
tejidos disminuye con la edad, llevando a un desbalance entre los
niveles de prooxidantes y antioxidantes. La edad asociada con el
estrés podria potenciar este desbalance. EI aumento de las es-
pecies oxidadas removerian al NO vascular y estarian
involucradas en la patogénesis de la hipertension arterial. Se in-
vestigo el efecto de la IMO sobre la induccion de estrés oxidativo
y la PA en ratas viejas. Se utilizaron ratas Wistar macho de 8
meses de edad, que fueron divididas en: control (C), estrés agu-
do (Ea) ratas sometidas a 1 h de IMO y estrés crénico (Ec) ratas
sometidas a 1h de IMO/dia durante 14 dias. Se evallo el
malonildialdehido (MDA) hepatico y renal y la superoxido
dismutasa hepatica (SOD). Se registré la PA sistolica (PAS),
diastdlica (PAD) y media (PAM) inmediatamente y a las 6 hs post-
estrés. Se cuantificé la excrecion renal de sodio y el volumen de
orina. El Ec incrementa el MDA renal (p=0.00003); el Ea y el Ec
aumenta el MDA hepatico (p=0.00007 y p=0.00003). El estrés
disminuy6 la SOD (Ea p=0.03 y Ec p=0.008). El Ea y el Ec au-
menté la PAS (p=0.001 y p=0.0003) y la PAM (p=0.005 y
p=0.00004) inmediatamente post-estrés. El aumento de la PA fue
mayor en el Ec que en el Ea (PAS p=0.005 y PAM p=0.03. El
estrés aument6 la PAD (Ea p=0.05 y Ec p=0.000001), la que re-
torné al valor basal solo en el Ea (p=0.01). La excrecion renal de
sodio (p=0.00007 y p=0.0006) y de la diuresis (p=0.01 y p=0.02)
disminuy6 en respuesta al Ea y al Ec. Si bien es conocida la ac-
cion de las catecolaminas en el aumento de la PA, la
antinatriuresis y antidiuresis observada en respuesta al estrés
podria ser una de las causas del incremento de la PA a largo pla-
zo. Ademas, no podria descartarse al estrés oxidativo evidencia-
do por un aumento en la peroxidacion lipidica y una disminucién
de la defensa antioxidante, como otro factor que incidiria en la
génesis de la hipertension.

0055 (223) EXPOSICION AGUDA A PARTICULAS DE CONTA-
MINACION AMBIENTAL: CAMBIOS TEMPORALES EN EL
METABOLISMO OXIDATIVO EN CORAZON. T Marchini ?,
N Magnani !, D Tasat 2, S Alvarez %, P Evelson *

IPRALIB-CONICET Quimica General e Inorganica, Facul-
tad de Farmacia y Bioquimica, Universidad de Buenos Ai-
res; ?Escuela de Ciencia y Tecnologia, Universidad de San
Martin, Buenos Aires <tmarchini@ffyb.uba.ar>

La exposicién a contaminantes ambientales desencadena una
respuesta inflamatoria que repercute en el sistema cardiovascular,
donde la produccién de especies activas del oxigeno y del nitré-
geno estarian involucradas en el mecanismo molecular
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fisiopatoldgico. El objetivo del presente trabajo fue evaluar la
cinética del metabolismo oxidativo cardiaco en ratones expues-
tos a contaminantes ambientales particulados. Se utiliz6 un mo-
delo in vivo de exposicidn aguda a particulas ambientales (ROFA),
mediante instilacién intranasal (0,20 mg/kg peso) en ratones Swiss
hembras de 20-25 g. Se evalué el consumo de oxigeno en cor-
tes de tejido, la produccion de 6xido nitrico (NO), el dafio oxidativo
a macromoléculas a través del contenido de TBARS y carbonilos,
la actividad de enzimas antioxidantes superoxido dismutasa (SOD)
y catalasa y la capacidad antioxidante total (TRAP) en
homogeneizados de corazén. Las determinaciones se realizaron
transcurridas una y tres horas luego de la instilacion. La exposi-
cién a las particulas produjo a las 3 hs una disminucion del 50%
en la produccién de NO (control: 1,0 £ 0,1 nmol NO/min mg prot.,
p < 0,05). Se observé un aumento del 150% en el contenido de
carbonilos (control: 2,5 + 0,2 nmol/mg prot., p < 0,01) y del 75%
en la actividad de SOD (control: 3,1 + 0,3 USOD/mg prot., p <
0,01) a las 3 hs de la instilacién, mientras que el resto de los
parametros estudiados no mostraron cambios significativos. No se
observaron diferencias significativas en los parametros mencio-
nados transcurrida una hora luego de la instilacién. Los Resulta-
dos muestran la presencia de dafio oxidativo junto con una posi-
ble respuesta adaptativa evidenciada por el aumento en la activi-
dad de SOD. La disminucién de la produccién de NO a las tres
horas estaria asociada a una disminucién en la respuesta
inflamatoria generada por la exposicién a particulas ambientales.

0056(231) DIFERENTE POTENCIAL DE LINEAS DE CELULAS
MADRE EMBRIONARIAS HUMANAS PARA DIFEREN-
CIARSE HACIA EL LINAJE CARDIACO . M Questal? ME
Scassa ®, D D Fernandez Espinosa , A S Guberman 4, G E
Sevlever 3, S G Miriuka ®

LFLENI; ?Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, UBA; °La-
boratorio de Biologia del Desarrollo Celular, FLENI; “Labora-
torio de Regulacion de la Expresién Génica en el Crecimien-
to, Supervivencia y Diferenciacion Celular, Facultad de Cien-
cias Exactas y Naturales, UBA <mariaquesta@gmail.com>

Las células madre embrionarias (CME) humanas pueden di-
ferenciarse eficientemente hacia cardiomiocitos. Las CME prove-
nientes de diferentes lineas presentan una morfologia similar,
expresan marcadores de pluripotencialidad y son capaces de dar
origen in vitro a progenitores de las tres capas germinales. Sin
embargo, el desarrollo hacia un linaje especifico y la eficiencia
del proceso puede variar entre lineas celulares. En este estudio
analizamos el potencial que presentan cuatro lineas humanas de
ESC: H5, H9, H16 y S, para dar origen a cardiomiocitos. Las ESC
fueron cultivadas sobre Matrigel en medio condicionado por
fibroblastos embrionarios murinos, suplementado con 10% suero
substituto (KSR) y bFGF con el objetivo de proveer una platafor-
ma inicial estandarizada para su posterior analisis. La diferencia-
cion se indujo a través de el cultivo en suspension de cuerpos
embrioides (CE) en medio conteniendo 20% de suero fetal bovi-
no. El andlisis por RT-PCR de los CE a los 7 dias de iniciado el
proceso de diferenciacion revel6 la induccion de genes cardiacos
especificos como GATA-4, GATA-6, Nkx2.5, Islet-1 y Troponina
T Cardiaca (cTnT). Notablemente, el porcentaje de CE contractiles
varié significativamente entre lineas celulares. Luego de 15 dias
se detectd la expresion de Péptido Natriurético Auricular, cTnT,
GATA-4 y Nkx2.5 en los CE contractiles, mediante inmunofluo-
rescencia. Contrariamente, cuando los CE fueron generados en
medio de cultivo de composicién definida, éstos no presentaron
zonas contractiles, exhibiendo una reducida expresion de genes
cardiacos y una aumentada expresion del marcador de ectodermo
Pax-6. Este trabajo permiti6 identificar a la linea H5 como la de
mayor potencial para diferenciarse hacia cardiomiocitos. La ca-
racterizacion de lineas y el establecimiento de protocolos que
permitan generar eficientemente cardiomiocitos funcionales repre-
sentan un desafio para su aplicabilidad en terapias regenerativas.
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0057 (262) PAPEL DE LA GLUCOSA-6-P DESHIDROGENASA
(G6PDH) EN LOS EFECTOS BENEFICIOSOS DEL
PRECONDICIONAMIENTO ISQUEMICO (PC) EN CORAZO-
NES SOMETIDOS A ISQUEMIA GLOBAL 25 MIN (I) —
REPERFUSION 30 MIN (RP) EN DISTINTAS CONDICIO-
NES METABOLICAS. M G Marina Prendes !, M E Torresin
', M S Gonzalez !, N Pascale !, E Savino !, A Varela *

1Céatedra de Fisiologia, FFyB, UBA. IQUIMEFA-CONICET
<mgabymp@yahoo.com.ar>

El objetivo fue explorar si el PC afecta la actividad de la
G6PDH, enzima clave de la via de las pentosas que contribuye
al mantenimiento de un entorno citosoélico reducido, fenémeno que
aumenta la resistencia a la injuria por I-RP. Se trabajé con cora-
zones perfundidos Langendorff de ratas alimentadas ad libitum
(AL) y ayunadas 24 hs (AY) (n=8/grupo). La transicion de per-
meabilidad mitocondrial se midi6 in situ mediante la técnica del
atrapamiento mitocondrial de *H-2-desoxiglucosa. El atrapamiento
mitocondrial (DG, ) fue expresado como 10° °H
d.p.m.mitocondrial/unidad de citrato sintasa/dpm total/gh y el con-
tenido celular (DG_,) en dpm total/gh. Se midio la relacion glutation
reducido/glutation oxidado (GSH/GSSG); y el dafio oxidativo me-
diante las sustancias reactivas al acido tiobarbitdrico (TBARS).
Resultados: los datos que figuran en la tabla corresponden al fi-
nal de la I-RP (* p<0,05 vs AL Control, # p<0,01 vs control igual
condicion alimenticia, @ p<0,01 vs AL PC)

AL Control AL PC AY Control AY PC
G6PDH 1.28 £ 0.15 225+022* 225+036* 275+0.35*
(Ullg prot)  7.92 + 1.7 18,24 £2,94# 2458 +598* 40,02 +541#2
GSH/IGSSG
TBARS 20.75 £ 2.10 17,33 £ 1,92 1557 £+2.20* 13.89 + 251
(nmol/gh) 96.36 + 14.00 26.40 + 6.30 # 69.37 + 6.48 * 28.99 + 4.98 #

DG mito
DG cel

58954 + 5150 93394 + 6534 # 45358 + 3474 75722 + 10428 #

Los corazones AY mostraron mayor actividad de G6PDH,
mayor relacion GSH/GSSG, menor dafio oxidativo y preservacion
parcial de la permeabilidad mitocondrial con respecto a los AL.
El PC aumento la actividad de la G6PDH sélo en AL, pero au-
menté la relacion GSH/GSSG en ambas condiciones, efecto que
se acompafi6 de preservacion de la permeabilidad mitocondrial y
de la integridad del sarcolema. Estos Resultados sugieren que la
activacion de la via de las pentosas ya sea por el PC o por el
ayuno previo es beneficiosa para el corazén sometido a I-RP, pero
los Resultados en corazones AY sugieren que el PC también
actla mediante otros mecanismos para preservar la relacion GSH/
GSSG.

0058 (300) ACTIVACION DE LA ViA DE LA ERK1/2 Y LA CAMKII
DURANTE LA ACIDOSIS INTRACELULAR EN MIOCITOS:
SU ROL EN LA MODULACION DE LA ACTIVIDAD DEL
NHE-1. N Lezcano !, M Vila-Petroff !, A Mattiazzi *, C
Mundifia-Weilenmann *

iCentro de Investigaciones Cardiovasculares

<noarlez@hotmail.com>

El NHE-1 es la principal isoforma del intercambiador Na*/H*
expresada en cardiomiocitos. La activacion del NHE-1 en respues-
ta a la acidosis, produce un intercambio electroneutral de Na* y
H* que tiende a la normalizacion del pH intracelular (pHi). Se ha
propuesto que numerosas proteinas quinasas podrian fosforilar y
estimular al NHE-1 (ERK1/2 y su sustrato p90rsk, p160rock, Nik,
CaMKll). La participacion de ERK1/2 en la acidosis sostenida es
conocida. Previamente describimos que la acidosis hipercapnica
activa a la CaMKII. Esta quinasa fosforila sustratos esenciales
para la recuperacion de la contractilidad miocardica y contribuye
a la recuperacion del pHi via activacion del NHE-1. El objetivo de
este trabajo fue estudiar la relacién de la via CaMKIl con la via
de las ERK1/2 en la activacion del NHE-1 durante la acidosis. Se
midieron el pHi (SNARF1-AM) y la fosforilacion de ERK1/2
(inmunoblot) en miocitos aislados de rata sometidos a acidosis
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intracelular sostenida (HS) generada por exposicion a CINH4 y
lavado del mismo previo al pasaje por una solucién libre de Na*
para inhibir el NHE-1. El protocolo se repitié en presencia de los
inhibidores de ambas vias de fosforilacion. La HS aument6 la
fosforilacion de las ERK1/2 (201,8+23,3% n=10 respecto del con-
trol). Este efecto fue abolido por el inhibidor de esta via PD98059
(59.9+27.4% n=3) y no afectado por el inhibidor de la CaMKII, KN-
93 (157,5+17,4% n=11). La velocidad de recuperacién del pHi en
la HS (0,22+0,02 min* a pH: 6,8 n= 6) fue significativamente
menor en presencia de PD98059 (0,14+0,02 n=5) y de KN93
(0,14+0,01 n=5). La velocidad de recuperacién del pHi se
enlentecié aun mas cuando los miocitos se preincubaron con
ambos inhibidores simultaneamente (0,06+0,02 n= 3, p<0.05). Los
Resultados indican que tanto la via de la ERK1/2 como la CaMKIlI
activan al NHE-1 en forma independiente y que ambas vias son
funcionales en la recuperacion del pHi durante la HS. Premio M.
C. Camilion de Hurtado

0059 (577) FACTORES DE RIEGO INDEPENDIENTES
INVOLUCRADOS EN EL DESARROLLO DE LA
DISFUNCION MITOCONDRIAL SECUNDARIA EN PACIEN-
TES CON INSUFICIENCIA CARDIACA. G H Guzman
Mentesana !, R Dominguez 2, R Cérdoba 3, ABaez !, S Lo
Presti !, W Rivarola !, P Pons 4, R Fretes 4, P Paglini *

ICATEDRA DE FISICA BIOMEDICA, FACULTAD DE
CIENCIAS MEDICAS UNIVERSIDAD NACIONAL DE COR-
DOBA; ?2INSTITUTO NACIONAL DEL CORAZON - LA
RIOJA - ARGENTINA; 3Sanatorio Allende - Cérdoba - Ar-
gentina; “‘CATEDRA DE HISTOLOGIA Y MICROSCOPIA
ELECTRONICA, FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS,
UNIVERSIDAD NACIONAL DE CORDOBA, ARGENTINA
<drguzmanmentesana@argentina.com>

Se define al factor de riesgo cardiovascular como una carac-
teristica mensurable que tiene una relacion causal con la frecuen-
cia de la Insuficiencia cardiaca congestiva (ICC) y constituye un
factor predictivo independiente y significativo del riesgo de con-
traer una enfermedad. Evaluamos la estimacién del riesgo relati-
vo (RR) de la disfunciéon mitocondrial secundaria en pacientes con
ICC, segun algunos factores de riesgo para el desarrollo de insu-
ficiencia cardiaca. Se incluyeron 22 pacientes que fueron some-
tidos a cirugia cardiovascular de los cuales 14 presentaron ICC e
Hipertension Arterial (HTA), Diabetes Mellitus, Dislipidemia, En-
fermedad Coronaria, Valvulopatias y 8 pacientes con comunica-
cién auricular solamente (control) obteniendo biopsias de
ventriculo izquierdo. Se analiz6 la actividad enzimatica del com-
plejo IIl mitocondrial, medida por espectrofotometria y la
ultraestructura mediante el Axionvision . Los datos se analizaron
con ANOVA vy riesgo relativo. Se obtuvo una reduccion en el area
de las mitocondrias en un 78% en pacientes con ICC con respecto
al control (160,37um? +9,87), (936,81um?+78,48) respectivamen-
te, p<0.0001y reduccion del 70% en la actividad del complejo il
medido en mM ubiq.mim-1.mg prot, comparada con el control (1,9
102 +12,6); (5,79 102+36,6) respectivamente, p<0,001. Estos
Resultados se correlacionaron con los factores de riesgo para
desarrollar disfuncién mitocondrial y se obtuvo que la HTA pre-
senta un RR 2, diabetes RR 1,3, dislipidemia RR 1,5,enfermedad
coronaria RR 1,4 valvulopatias RR 1,5. Si bien es indispensable
aumentar el nimero de casos los RR no difieren de los descriptos
en el estudio de Framinghan por lo que se ha estimado que los
factores de riesgo analizados podrian tener efecto sobre la mor-
fologia y la actividad funcionalidad de las mitocondrias a nivel
cardiaco.

0060 (660) LA INHIBICION PARCIAL DE LA NA+/K+-ATPASE
CON OUABAINA INDUCE APOPTOSIS EN MIOCITOS
ADULTOS DE RATA. L Sapia’, A Mattiazzi*, M Vila Petroff

1Centro de Investigaciones
<lucianasapia@hotmail.com>

Cardiovasculares

El efecto inotrépico positivo producido por la inhibiciéon parcial
de la bomba Na*/K*- ATPasa mediante el uso de digitalicos, ha



RESUMENES DE LAS COMUNICACIONES

sido usado para el tratamiento de la insuficiencia cardiaca por mas
de 200 afios. Se ha demostrado recientemente que la adminis-
tracion en forma aguda de dosis téxicas de ouabaina induce
apoptosis en miocitos cardiacos. Sin embargo hasta el momento
no se ha explorado si la administracion a largo plazo de dosis no
téxicas podria promover la muerte celular. El objetivo de este
estudio fue comprobar si dosis no toxicas de ouabaina podrian
inducir apoptosis en miocitos de rata y examinar los mecanismos
subcelulares involucrados en este fendmeno. Para este proposi-
to, miocitos aislados de rata se cultivaron durante 24hs en pre-
sencia y ausencia de ouabaina 2uM. La medida de viabilidad/
apoptosis muestra que la ouabaina produce una disminucion de
la viabilidad en un 43+5% en parte debido a la apoptosis detec-
tado con el aumento en la actividad de caspasa-3 y del cociente
Bax/Bcl-2. La reduccion en la viabilidad celular producida por la
ouabaina fue completamente prevenida por el inhibidor del NCX,
KBR-R7943 y el inhibidor de la CaMKII, KN-93. La inhibicién de
la CaMKIl no modificé el efecto inotrépico positivo inducido por
la ouabaina. Por otro lado, mientras que la inhibiciéon de la ERK1/
2 con PD-98059 no afecté la muerte celular inducida por ouabaina,
la inhibicién de la ruta PI3K/AKT con wortmanina, exacerb6 el
efecto deletéreo de la ouabaina en los miocitos cardiacos de rata.
Concluimos que el incremento de Ca*? responsable del efecto
inotrépico positivo de la ouabaina también promueve la activa-
cién de una cascada apoptética que involucra a la CamKIl como
un efector clave. LA Ouabaina activa simultdneamente una cas-
cada antiapotética que involucra a AKT, la cual es insuficiente
para inhibir completamente al apoptosis.
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0061 (153) MECANISMO DE ACCION DE PROGESTERONA EN
CELULAS ENDOTELIALES: CROSS-TALK ENTRE EFECTOS
RAPIDOS Y GENOMICOS. P H Cutini*?, V Massheimer?, ?

ICatedra de Bioquimica Clinica Il, Departamento de
Biologia, Bioquimica y Farmacia, Universidad Nacional del
Sur, Bahia Blanca; ?°CONICET <pcutini@criba.edu.ar>

En la Gltima década se ha propuesto que el mecanismo de
accion de las hormonas esteroides comprenderia acciones no
gendmicas de activacion de sistemas de sefializacion intracelular
que contribuirian a la regulaciéon de la transcripcién génica. En
este trabajo investigamos la existencia de interacciones entre los
efectos gendémicos y no gendémicos de progesterona (Pg) en cé-
lulas endoteliales (CE). Se emplearon CE, obtenidas por cultivo
primario de explantes de anillos de aorta de ratas Wistar, trata-
das con concentraciones fisiolégicas de Pg. Como efecto no
gendmico se evallo la accion de Pg sobre la sintesis de 6xido
nitrico (NO) por el método de Griess. Se demostré que 20 min
de tratamiento con Pg (1, 10 y 100 nM) estimulé la sintesis de
NO (42%, 29% y 103% s/control, p<0.02). La preincubacioén con
inhibidores de la transcripcion y de sintesis proteica (actinomicina,
10 ig/ml, cicloheximida, 100 iM) no alter6 la accién hormonal,
demostrando la naturaleza no gendmica del efecto. Como
parametro genoémico seleccionamos la proliferacion celular (incor-
poracion de [*H]-timidina). Se observé una inhibicién de la proli-
feracion de CE luego de 24 h de tratamiento con 10 nM Pg
(207445 vs 110+25, control vs Pg, p<0.02). El efecto antiproliferativo
fue suprimido completamente por cicloheximida y actinomicina.
Obtuvimos evidencia de que la sintesis de ADN dependiente de Pg
comprende la via NOS, al bloquear completamente la accién del
esteroide por el inhibidor de NOS (L-NAME, 10 iM). Considerando
que previamente hemos descripto que Pg estimula en forma no
gendmica la actividad MAPK, estudiamos el rol de esta via sobre
la regulacion de la proliferacion. El pretratamiento con PD98059
(inhibidor MAPK) suprimi6 el efecto del esteroide (185.0+18.5 vs
86.9+11.3; 180.8+19.2 vs 198.8+28.4 cpmx103/mg prot, control vs
10nM Pg -/+ PD98059, p<0.001). Concluimos que a nivel del
endotelio vascular Pg actla a través de un mecanismo de accién
de dos pasos que vincula acciones genémicas y no genémicas.
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0062 (206) CARACTERIZACION DE FACTORES DE INHIBICION
LIPIDICA SECRETADOS POR CELULAS MAMARIAS:
EFECTO SOBRE LA DIFERENCIACION Y METABOLISMO
OXIDATIVO DE ADIPOCITOS. F Adot?, P Sacca?, J C Cal-
vo 12 LN Guerra?

Departamento de Quimica Biolégica, FCEN - UBA;
2IBYME <liliana@qb.fcen.uba.ar>

Factores proteicos (TglF) presentes en medios condicionados
(MC) por células de NMMG (epitelio mamario), JEG-3
(citotrofoblastos) y C6 (glioma) son activos para la inhibicion de
la acumulacioén lipidos (Tg) en adipocitos 3T3-L1 (NMMG (66%),
JEG-3(37%) y C6 (17%)). El ensayo de actividad consiste en in-
ducir la diferenciacion de 3T3-L1 en presencia o ausencia del MC
y cuantificar Tg. Con el objetivo de purificar y caracterizar estos
TglF, cromatografiamos los MC por columna de HiPrep Sephacryl
S-200, y analizamos los eluidos activos por protedémica, realizan-
do electroforesis bidimensional de poliacrilamida (EF) y caracte-
rizando la/s proteina/s de interés por MALDI-TOF. Se analizé el
efecto temporal del MC de NMMG sobre el nivel de Tg y de
glutation reducido (GSH). Se compara el nivel de Tg en células
diferenciadas (CP), no diferenciadas (CC) y tratadas con MC. La
acumulacion de Tg esta significativamente aumentada al dia 14
post diferenciacion (CP: 2.74 + 0.49 vs CC: 0.45 + 0.21 ug Tg/ug
prot, p< 0.01). MC-NMMG produce inhibiciéon de 70 % en acumu-
laciéon de Tg a partir del dia 6 post diferenciacion (CP: 0.09 + 0.01
vs CP+MC: 0.03 + 0.01 p< 0.01), que se mantiene hasta el dia
14 post diferenciacion. El nivel de GSH aumenta durante la dife-
renciacion, siendo significativo al dia 14 post diferenciacion (CP:
510 + 25 vs CC: 320 + 16 umol GSH / g proteina, p< 0.01), MC-
NMMG produce disminucion significativa en GSH (110 + 12 pmol
GSH/ g proteina.). La fraccién activa de los MC fue eluida en
columna calibrada a un volumen similar (NMMG = 109, JEG3=
95, C6 = 100 ml), estos eluidos dieron en la EF una banda de
aproximadamente 60.000 que fue caracterizada. Conclusion:
TglF provoca tempranamente la inhibicién sobre la acumulacion
de Tg, aunque esta inhibicion no seria total; como efecto colate-
ral evitaria el incremento de GSH observado durante la diferen-
ciacion. Nuestros primeros Resultados indicarian que TglF podria
ser una galactosa 3-O- sulfotransferasa.

0063 (362) HORMONAS LACTOGENICAS INDUCEN LA EXPRE-
SION DE UNA PROTEINA REGULADORA DE LA ESTABI-
LIDAD DEL ARN MENSAJERO EN EL EPITELIO
MAMARIO. V Slomiansky *, M V Goddio *, F di Pietro !, A
Quaglino , A Gattelli , E C Kordon *

iLaboratorio de Expresion Génica en Mama y Apoptosis
(LEGMA), Instituto de Fisiologia, Biologia Molecular y Neu-
rociencias (IFIBYNE-CONICET), Facultad de Ciencias Exac-
tas y Naturales (FCEN), UBA. <vslomiansky@!eloir.org.ar>

Los AREs son secuencias identificables dentro de ciertos ARN
mensajeros (ARNm), a las cuales se unen proteinas denomina-
das AUBPs, las cuales modulan su estabilidad. Una de las AUBPs
mas caracterizadas es tristetraprolina (TTP). La misma provoca
desestabilizacion de ARE-ARNm de citoquinas pro-inflamatorias
como TNFa. Nuestro grupo ha demostrado que este factor es in-
ducido al finalizar la lactancia y cumpliria una funcién relevante
en la involucién mamaria. Ademas, se ha reportado que los
glucocorticoides inducen TTP y su actividad inhibitoria sobre TNFa
en distintos tipos celulares. Nuestro objetivo fue determinar si las
hormonas lactogénicas, prolactina y glucocorticoides, serian ca-
paces de inducir la expresion de TTP en la mama como parte del
mecanismo para prevenir la involucién. Hallamos que en la mama
de ratones BALB/c existia un incremento de TTP, tanto a nivel de
ARNmM como de proteina, durante la lactancia. Ademas, durante
la diferenciacion de células mamarias en cultivo (HC11) se indu-
jo la expresion de TTP de manera similar a lo observado con pro-
teinas de la leche como b-caseina. También encontramos que el
tratamiento con glucocorticoides no ejerce efectos significativos
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en la induccién de TTP en HC11 confluentes, o en la glandula
mamaria in vivo. El analisis in silico del promotor de TTP reveld
la presencia de sitios putativos de pegado para los factores de
transcripcion Stat5. Es sabido que la activacion del Stat5A es el
mecanismo fundamental que media la actividad de la prolactina
en el epitelio mamario. Analisis de western blot indicaron que el
tratamiento con glucocorticoides in vivo no es suficiente para in-
ducir de manera significativa la activacion de Stat5A en la mama.
Basados en estos Resultados proponemos que la activacion de
la via prolactina-Stat5A es necesaria para inducir la trancripcion
de TTP en el epitelio mamario. Esto indica la relevancia fisiol6gi-
ca de TTP durante la lactancia, contribuyendo a la prevencién de
la involucién mamaria.

0064 (420) LA EXPOSICION IN UTERO A BISFENOL A PRO-
MUEVE ANGIOGENESIS Y MODULA LA RESPUESTA ME-
DIADA POR RECEPTORES DE ESTEROIDES EN LA
GLANDULA MAMARIA POST-PUBERAL. ML Durando?, L
Kass !, V Perdomo ¢, E H Luque !, M Mufioz deToro *

iLab. de Endocrinologia y Tumores Hormonodependientes
(LETH). Fac. de Bioquimica y Cs. Bioldgicas. UNL
<mdurando@fbcb.unl.edu.ar>

La exposicién in utero al xenoestrégeno bisfenol A (BPA)
modifica la histoarquitectura de la glandula mamaria (GM) post-
puberal, promueve el desarrollo de lesiones pre-neoplésicas y
aumenta la sensibilidad al carcin6geno quimico N-nitrosometilurea.
Nuestro objetivo fue dilucidar los posibles mecanismos asociados
con estas alteraciones. Previamente habiamos demostrado ma-
yor sensibilidad de la GM a estrégenos, reclutamiento de
mastocitos (asociados a angiogénesis?), aumento del turn over
celular y reacciéon desmoplasica. En este trabajo, ratas Wistar
recibieron a través de bombas osmoéticas sc, desde el dia (d) 8
de gestacion hasta el parto: vehiculo, 25BPA o 250BPA (25 o 250
ug/kg/d, respectivamente). Las crias hembras se sacrificaron en
diestro a los 50 6 110d de edad. Evaluamos el &rea vascular (AV)
y por inmunohistoquimica: los receptores de estrégeno alfa y
progesterona (ERa y PR), dos coreguladores de receptores nu-
cleares, el SMRT (silencing mediator for retinoic acid and thyroid
hormone receptor), y el SRC-3 (steroid receptor coactivator 3); y
VEGF (vascular endothelial growth factor). Los animales expues-
tos a 250BPA presentaron menor expresion de SRC-3 asociado
con aumento en la expresion de ERa, tanto a los 50 como a los
110d. Entre los 50d y 110d hubo un incremento en la expresion
de SMRT, este aumento no ocurri6 en 25BPA. La mayor expre-
sion de PR en este Gltimo grupo sugiere que la respuesta media-
da por ERa escapa a la posible represion ejercida por SMRT. El
AV del estroma mamario fue mayor en los animales de 250BPA,
observandose una tendencia similar en 25BPA. Este incremento
en el AV no se asocié con cambios en la expresion del VEGF.
Los cambios en la expresién de los coreguladores, que modifica-
rian la respuesta mediada por ER y PR mamarios, y el aumento
del AV facilitarian el desarrollo de lesiones pre-neoplasicas.

0065 (376) LAEXPRESION DEL RECEPTOR DE ESTROGENOS
alfa ASOCIADO A MEMBRANA (MERalfa) EN
LACTOTROPOS ES MODULADA POR ESTEROIDES
GONADALES . S Zarate !, G Jaita !, V Zaldivar }, D Radl %, G
Eijo !, J Ferraris !, D Pisera !, A Seilicovich *

1IdIR Facultad de Medicina UBA <szarate@fmed.uba.ar>

Previamente hemos observado que tanto el estradiol (E2) como
el E2-BSA, un conjugado sintético que no difunde hacia el interior
de la célula, inducen una rapida respuesta apoptética en células
adenohipofisarias totales (CA), lactotropos y somatotropos. El ICI
182,780, un antagonista de receptores estrogénicos clasicos (ERa
y B), revierte completamente este efecto sugiriendo que la activa-
cion de receptores asociados a la membrana plasmatica estaria
involucrada en el efecto proapoptético del E2. El objetivo del pre-
sente trabajo fue evaluar la expresion de ERa asociado a mem-
brana (MER&) en CA, lactotropos y somatotropos durante el ciclo
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estral y el efecto de los esteroides gonadales sobre dicha expre-
sion mediante citometria de flujo. El mMER& es expresado en 21.5
+ 1.0% de CA, 41.6 £ 6.6% de lactotropos y 11.3 + 3.6% de
somatotropos provenientes de adenohipdfisis de ratas sacrificadas
en estadios al azar del ciclo estral. En adenohipéfisis de ratas
sacrificadas en proestro (P) o diestro (D) no encontramos diferen-
cias significativas en el porcentaje de CA (P: 24.4 + 1.5%; D: 21.7
+ 1.3%) o somatotropos (P: 10.8 + 1.4%; D: 17.0 + 3.6%) que ex-
presan mERA. Sin embargo, el porcentaje de lactotropos que ex-
presan mER& fue mayor en proestro que en diestro (P: 38.2 + 0.9%;
D: 24.0 £ 4.6%, p<0.05, Student’s t test). El tratamiento agudo de
ratas ovariectomizadas con E2, progesterona (P4) o una combina-
cién de ambos esteroides no modific el porcentaje de CA que
expresan mERa (VEH: 16.9 + 0.2%; E2: 16.8 + 0.03%; P4: 14.0 £
1.4%; E2+P4: 12.3 + 0.2%). Sin embargo, el E2 aumenté el por-
centaje de lactotropos que expresan mERaA y la P4 revirtio este
efecto (VEH: 15.4 + 2.4%; E2: 31.5 + 2.0%; P4: 10.2 + 4.4%;
E2+P4: 11.8 + 1.7%, p<0.05 ANOVA) Estos Resultados indican que
la expresion de mERA4 en lactotropos varia durante el ciclo estral y
sugieren que cambios en los niveles circulantes de esteroides
gonadales estarian involucrados en dicha variacion.

0066 (503) PARTICIPACION DEL ESTRES OXIDATIVO EN EL
EFECTO DE LA ALTA GLUCOSA SOBRE LA VIABILIDAD,
APOPTOSIS Y PROLIFERACION LINFOCITARIA. R
Rubinstein !, AM Genaro !, M R Wald *

1Cefybo-Conicet-Uba <roxirubin@yahoo.com.ar>

La literatura experimental sugiere una interrelacion entre el es-
tado diabético y la inmunosupresion. En estudios previos observa-
mos una disminucién en la respuesta inmune en un modelo murino
de diabetes. Dada la participacién de la hiperglucemia en las com-
plicaciones de la diabetes, se estudio el efecto de altas concentra-
ciones de glucosa (HG) sobre la actividad linfocitaria normal. HG
disminuy® la viabilidad celular, increment6 la apoptosis e inhibi6 la
respuesta proliferativa de linfocitos T (LT) y linfocitos B (LB) esti-
mulada por mitégenos. Se postula que el evento inicial en la
patogénesis de las complicaciones en la diabetes es el estrés
oxidativo, es asi que el objetivo del presente trabajo fue estudiar
sus niveles y el efecto de los antioxidantes sobre la accion de la
HG. Se observé un incremento del estrés oxidativo (presencia de
especies reactivas del oxigeno (ROS) y peroxidacion lipidica) cau-
sada por HG. Se estudi6 el efecto de dos antioxidantes
hidrosolubles: Vitamina C (Vit C) y N-acetilcysteine (Nac). Concen-
traciones de Vit C entre 0.1 y 0.5 mM inhibieron la proliferacion
linfocitaria normal e indujeron apoptosis. Se utilizaron concentra-
ciones que inhiben la produccion de estrés oxidativo sin modificar
la viabilidad y la proliferacién linfocitaria normal (Vit C: 31 uM para
LT y 62 pM para LB. Nac: 5 mM para LT y LB). Ambos revirtieron
el efecto de la HG sobre la viabilidad celular (incorporacion de azul
tripan) y la apoptosis (marcacion con anexina V-FITC/loduro de
propidio) tanto en LB como en LT. En cuanto a la proliferacion (in-
corporacion de *H-timidina y CFSE) sélo se observé una reversion
parcial. Concluimos que la HG interacciona con los linfocitos dis-
minuyendo la viabilidad y actividad linfocitaria. En este efecto par-
ticiparia un aumento del estrés oxidativo ocasionando la muerte
celular; mientras que en la disminucién de la proliferacion celular
estarian implicados mecanismos adicionales.

0067 (616) LA ACCION DE TIROSINA FOSFATASAS (PTPS) Y
LA GENERACION Y EXPORTACION DE ACIDO
ARAQUIDONICO (AA) INTRAMITOCONDRIAL COMO PA-
SOS COMUNES EN DIFERENTES VIAS DE
TRANSDUCCION DE SENALES. P G Mele !, A Duarte , |
Neuman !, C Paz !, E J Podesta *

{IIMHNO - Depto. de Bioquimica, Laboratorio HRDC, Fa-
cultad de Medicina, UBA <pgmele@fmed.uba.ar>

Previamente, hemos demostrado la existencia de una protei-
na, fosforilada en tirosina, necesaria para la expresion de un gen
esencial que promueve el transporte intramitocondrial de
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colesterol. Esta proteina debe ser defosforilada por una PTP re-
gulada a través de la via AMPc/PKA. Una vez defosforilada, la
proteina induce la expresion de ACS4, acil-CoA sintetasa que
utiliza preferentemente al AA, la cual actla en forma concertada
con Acot2, tioesterasa mitocondrial de acil-CoA de &cido graso de
cadena larga, para promover la liberacién de AA a partir de la
mitocondria. Dado que la esteroidogénesis puede ser estimulada
utilizando diferentes sefiales de transduccion el objetivo del pre-
sente trabajo fue estudiar si las PTPs y la generacion y libera-
cion de AA son activadas por diferentes vias de sefializacién. Para
ello usamos células H295R, linea adrenocortical humana, la cual
es capaz de responder a través de tres vias de sefializacién dife-
rentes para sintetizar aldosterona. Usando dos inhibidores dife-
rentes de PTP (6xido de fenilarsina, PAO; y acido bencilfosfénico,
BPA) hemos demostrado que la accion de PTP es necesaria para
la sintesis de aldosterona por ACTH (AMPc dependiente) como
por angiotensina Il y K* (AMPc independientes) (nmol de
aldosterona/mg proteina: ctrol: 0,22+0,02; PAO 2uM: 0,19+0,02;
BPA 0,4uM: 0,20+0,04; Angll 107 M: 0,85+0,05; Angll+PAO:
0,19+0,01 (P<0,01); Angll+BPA: 0,23+0,04 (P<0,01); K* 14mM:
0,74+0,03; K*+PAO 0,29+0,02 (P<0,01); K*+BPA: 0,25+0,02
(P<0,01)). Esta inhibicién fue sobrellevada por el agregado
exogeno de AA. Ademéas hemos observado que disruptores de la
funcion mitocondrial que inhiben la exportacién de AA de la
mitocondria, inhiben la sintesis de aldosterona independientemen-
te de la via de transduccion utilizada. Estos Resultados sugieren,
por primera vez, que la accion de PTP y la liberacion
compartimentalizada de AA son pasos comunes en el mecanis-
mo de activacion, por diferentes vias de sefializacion, de la sin-
tesis de esteroides.

0068 (172) ESTER DE FORBOL INDUCE TRANSLOCACION
SUBCELULAR DE PKC ALFA Y EPSILON ESTIMULAN-
DO LA PROLIFERACION DE CELULAS HIPOFISARIAS
TUMORALES GH3B6 . J P Petiti *, S Gutiérrez *, C M Palmeri
1, JH Mukdsi !, AL De Paul , Al Torres *

1Centro de Microscopia Electrénica, Fac. de Cs Médicas, Uni-
versidad Nacional de Cdrdoba <juanpetiti@yahoo.com.ar>

La familia de la proteina quinasa C (PKC) constituida por 10
isoformas participa en diferentes procesos tales como prolifera-
cion, diferenciacion y muerte celular. Las funciones de las PKC
dependen del tipo celular, de la isoforma y de su localizacion
intracelular. Nuestro objetivo fue establecer la relacién entre la
activacion y translocacion subcelular de PKC alfa y épsilon con
la proliferacion de células hipofisarias tumorales somatolactotréfica
GH3B6 estimuladas con éster de forbol (PMA). Cultivos de la li-
nea GH3B6 se incubaron con PMA (400 nM) por 15min, 3, 5y
8h. Se cuantifico la proliferacion celular por inmunomarcacién para
BrdU. Para analizar la activaciéon de PKC alfa y epsilon por PMA
se determind la expresién de ambas isoformas en fraccion de
membrana y citosol por western blot. La identificacion a nivel
subcelular de PKC alfa y épsilon se realiz6 mediante
inmunocitoquimica por microscopia electrénica. Test estadistico:
ANOVA-Fisher. La proliferacion de células GH3B6 incrementé un
146% (p<0.001) luego del tratamiento con PMA por 15min con res-
pecto al control, mientras que la exposicion prolongada por 3, 5
y 8h disminuyd el porcentaje de células (p<0.001). La estimulacién
con PMA durante 15 min, activdo PKC alfa y épsilon, detectando-
se una mayor expresion en la fraccion de membrana. A nivel de
microscopia electrénica, el tratamiento con PMA por 15min indu-
jo una significativa translocacién de PKC alfa y epsilon a la mem-
brana plasmatica lo cual ha sido correlacionada con la activacion
de ERK1/2 e induccién de la proliferacion celular. Ademéas, PMA
promovié la redistribucion de ambas isoformas a la membrana
nuclear, lo que se asociaria con la fosforilacién de laminina B,
proteina fundamental en el desensamble de la envoltura nuclear
durante el ciclo celular. Los Resultados obtenidos demuestran que
la activacion de la PKC alfa y epsilon y su translocacién subcelular
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inducida por PMA regula la proliferacion de células hipofisarias
tumorales GH3B6.
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0069 (357) FACTOR DE NECROSIS TUMORAL ALFA E INDUC-
CION DE APOPTOSIS EN HIGADO DE RATAS DIABETI-
CAS INDUCIDAS POR ESTREPTOZOTOCINA. EFECTO
DEL TRATAMIENTO CON INSULINA. P I Ingaramo !, M T
Ronco !, D E Francés ¢, J AMonti !, G B Pisani*, M P Ceballos
1, M C Carrillo ¢, C E Carnovale *

Instituto de Fisiologia Experimental <paolaingar@gmail.com>

En diabetes mellitus se ha observado un aumento plasmaético
del factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), capaz de inducir
apoptosis. No existen estudios sobre la produccién y efectos he-
paticos de esta citoquina en el estado diabético. En el presente
trabajo evaluamos el nivel de TNFa, TNF-R1, la consecuente ac-
tivacién de la apoptosis via receptores de muerte en el higado de
ratas diabéticas y los efectos del tratamiento con insulina. Ratas
Wistar macho adultas se dividieron en 3 grupos (n=4 c/u): control
(C), diabético (D) y diabético tratado con insulina (D+). La dia-
betes se indujo con estreptozotocina (SZ) 60mg/kg p.c., inyeccion
Unica i.p.. A C se le inyecté i.p. buffer citrato de sodio. 15 dias
post-SZ, a D se le inyectd via subcutanea Insulina (30 Ul/kg p.c.
por dia durante 15 dias) (D+l). 30 dias post-inyecciéon de Sz, fue-
ron sacrificados. Sangre e higado fueron extraidos y procesados
para las determinaciones de TNF&, TNF-R1, Caspasa 8 (p20), Bid-
t e indice de apoptosis. Por western blot, expresado como porcen-
taje del control (C 100%) se determinaron: Expresion de TNF& en
lisado hepatico: D: 249,9 + 112,3 *; D+l: 94,1 + 34,6". Expresion
de TNF-R1 en membrana plasmatica hepatica: D: 203,2 + 11,9 *;
D+l1: 47,8 + 10,9 *'. Expresion de Bid-t en fraccién mitocondrial: D:
371,8 + 42,8%; D+I: 176,1 + 0,4, Por TUNEL se determind el indi-
ce de apoptosis (%x10?): C: 1,08 £ 0,22 D: 2,70 + 0,49 *; D+l: 1,15
+ 0,14". (*p<0,05 vs. C; 'p<0,05 vs D). La expresion de Caspasa 8
activada fue significativamente mayor en D con respecto a C y re-
virti6 en D+I. En el estado diabético observamos un aumento de
TNFa hepatico que induce una mayor expresion del TNF-R1 en la
membrana celular y apoptosis por activacion de caspasa 8 y Bid-t.
El tratamiento con insulina revirtié parcialmente la respuesta en el
higado normalizando la produccién de TNF4, con una disminucion
parcial de Bid-t e inhibicién de la apoptosis.

0070 (397) EFECTO DEL SILENCIAMIENTO DEL ARNM DE
INGAP INSULAR SOBRE LA SECRECION DE INSULINA
IN VITRO. M A Raschia !, H Del Zotto *, V Madrid %, J J
Gagliardino %, L E Flores *

iCentro de Endocrinologia Experimental y Aplicada
(CENEXA) <agus_raschia@hotmail.com>

Introduccion: EI INGAP es un factor de crecimiento produci-
do por células pancreéticas (acinares, ductales y células insula-
res no a). Promueve la neogénesis insular, puede revertir un 50%
la diabetes inducida por estreptozotocina en hamsteres y aumenta
la secrecion de insulina en respuesta a la glucosa. Objetivos:
Estudiar el efecto de la disminucion de la produccion de INGAP
insular mediante la técnica del ARNi, sobre la secrecion de
insulina. Metodologias: Se cultivaron islotes pancredticos aisla-
dos de hamsteres normales con o sin 10 ug/ml de INGAP-PP
(polipéptido derivado del INGAP) y se los transfecté con liposomas
vacios (grupo control) o liposomas que llevaban a) siRNA de
INGAP, b) siRNA no inhibitorio marcado con GFP. La eficiencia
de la transfeccion se determin6 por microscopia de fluorescencia
y el grado de inhibiciéon producido por el siRNA sobre el ARNm
de INGAP por PCR tiempo real. El efecto del siRNA de INGAP
sobre la secrecion de insulina se evalué incubando islotes con glu-
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cosa 3.3 (G3.3) 6 16.7 (G16.7) mM midiendo la insulina liberada
al medio por RIA. Resultados: El siRNA incorporado a los islotes
produjo una disminucion del 35 al 50% del ARNm de INGAP. Los
islotes de todos los grupos liberaron insulina en funcién de la
concentracion de glucosa en el medio. El siRNA de INGAP dis-
minuyo significativamente la secrecién de insulina tanto con G3.3
(10%) como con G16.7 (44%), respecto de la obtenida en islotes
control (p<0.05 para ambos casos). Esta disminucion fue del 32
y 57 % respectivamente cuando se la compar6 con la registrada
en islotes cultivados previamente con INGAP-PP (p<0.05 para
G3.3y G16.7). Conclusiones: Nuestros Resultados confirman el
efecto potenciador del INGAP sobre la secrecién de insulina en
respuesta a la glucosa y demuestran que el bloqueo del ARNm
de INGAP disminuye dicha secrecion. Estos Resultados sugieren
el papel modulador fisiolégico del INGAP sobre la secrecién de
insulina.

0071 (382) CAMBIOS ADAPTATIVOS MORFOLOGICOS Y FUN-
CIONALES FRENTE A LA INSULINORRESISTENCIA IN-
DUCIDA POR MANIPULACION ALIMENTARIA . B Maiztegui
1 M I Borelli %, H Del Zotto %, J J Gagliardino *

iCentro de Endocrinologia Experimental y Aplicada
(CENEXA) <barmaiztegui@hotmail.com>

La administracion de una dieta rica en fructosa (DRF) a ratas
normales induce insulinorresistencia (IR), aumento de la actividad
de glucoquinasa (GQ) insular, del metabolismo de glucosa y de
la secrecion de insulina (SI) en respuesta a la glucosa. Objetivo:
Estudiar los mecanismos funcionales y morfolégicos involucrados
en la adaptacion de la célula a frente a la IR inducida por DRF.
Metodologias : Alimentamos ratas Wistar macho durante 21 dias
sin (C) o con fructosa al 10% (DRF) en el agua de bebida. Previo
al sacrificio hicimos una prueba de tolerancia a la glucosa (inyec-
cion intraperitoneal de glucosa 1 mg/kg); Al sacrificio medimos
glucemia (G), trigliceridemia (TG) e insulinemia (I). Se extrajo el
pancreas para: 1. Estudios morfolégicos (morfometria y
cuantificacion de apoptosis) y 2. Aislar islotes pancreaticos
(colagenasa) para medir actividad (produccion de G-6-P) y expre-
sién proteica (Western blot) de hexoquinasa (HQ) y GQ en
homogenado entero y en fracciones subcelulares (citosol y
particulada) de islotes C y DRF. Resultados: Las G fueron simila-
res en ambos grupos. Los TG, I, indice HOMA-R y area bajo la
curva fueron significativamente mayores en DRF. La actividad y
la expresién proteica de GQ medidas en el homogenado y el
citosol aumentaron en DRF. El Km de GQ no varié, mientras que
la Vmax de la enzima fue mayor en DRF. Las ratas DRF mostra-
ron una disminucion de la masa de células & y un aumento de su
apoptosis. Conclusiones: La administracion de DRF durante 21
dias induce aumento de TG, IR e hiperinsulinemia con
normoglucemia. El aumento de la actividad de GQ y consecuen-
temente del metabolismo insular de glucosa y de la SI, compen-
sarian el incremento en la demanda de | secundario a la IR a
pesar de la disminucién de la masa de células &, manteniendo la
glucemica de ayunas, pero no la postprandial, dentro de limites
normales. El fracaso a largo plazo de este mecanismo
compensador conduciria al desarrollo de diabetes.

0072 (77) EFECTO DE LA ADMINISTRACION CRONICA DE
ANGIOTENSINA-(1-7) EN UN MODELO DE HIPERTEN-
SION Y RESISTENCIA A LA INSULINA. J Giani !, M Mayer
2, M Mufioz %, E Silberman 2, C Hocht 2, C Taira 2, M Gironacci
1 D Turyn !, F Dominici *
1IQUIFIB FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUI'MICA UBA;
2CATEDRA DE FARMACOLOGI'A, FACULTAD DE FAR-
MACIA Y BIOQUIMICA UBA <jorgegiani@hotmail.com>

La Angiotensina (Ang)-(1-7) es una hormona heptapeptidica
que juega un papel importante como brazo contra-regulador del
sistema renina-angiotensina oponiéndose a muchas acciones de
la Ang Il. Recientemente demostramos que la Ang-(1-7) posee
efectos insulino-miméticos ya que estimula la actividad de molé-
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culas implicadas en la via de sefializacion de insulina (INS). Como
objetivo planteamos determinar si la Ang-(1-7) es capaz de me-
jorar los parametros metabdlicos de ratas alimentadas con dieta
rica en fructosa, un modelo de insulinorresistencia. Para ello, 48
ratas Sprague-Dawley se dividieron en 2 grupos, uno recibi6 die-
ta estandar y agua de bebida (control: C) y el otro dieta estandar
y fructosa (10%P/V) en el agua de bebida (Fructosa: F) durante
45 dias. En los ultimos 14 dias, a la mitad de los animales de cada
grupo se les implanté bombas osméticas subcutaneas con Ang-
(1-7) (100ngeKg-1emin-1) [C-(1-7) y F-(1-7)] y al resto se le reali-
z6 una operacion simulada (C y F). El tratamiento con Ang-(1-7)
(n=12) disminuyd la presion arterial sistélica y normaliz6 los ni-
veles de INS vy triglicéridos en el grupo F. Ademas, el grupo F
mostré una disminucion de la capacidad de respuesta a la INS a
nivel del receptor de insulina (IR), del sustrato del IR (IRS)-1, la
enzima Akt y la asociacion entre IRS-1 y la enzima
fosfatidilinositol-3 quinasa en higado, misculo esquelético y teji-
do adiposo. Estas alteraciones fueron revertidas luego del trata-
miento crénico con Ang-(1-7). El grupo F mostré un aumento en
la fosforilacion del residuo serina 307 del IRS-1, reconocido sitio
de fosforilacion inhibitoria que fue revertido luego del tratamiento
con Ang-(1-7). El grupo C-(1-7) no mostré cambios significativos
respecto al grupo C. El tratamiento crénico con Ang-(1-7) revier-
te la hipertension y la resistencia a la INS asociada a una dieta
rica en fructosa. Esta mejoria se acompafia de una restauracion
de la sefializacion de INS en los principales tejidos blanco de esta
hormona.

0073 (55) PRUEBAS DE TOLERANCIA ENDOVENOSA A LA
GLUCOSA PATOLOGICAS - SU RECUPERACION CON
ACETIL-L-CARNITINA Y NICOTINAMIDA . J C Cresto %, |
Fernandez 2, M Tonietti 2, | Bergada !, G A Passicot !, A
Trabucchi®, S Valdez 3, M D C Camberos !, A Schenone 4, M
Szlago 4, G Fretchel 5, M Tellechea ®, E Poskus 3, L Trifone ¢

1CENTRO DE INVESTIGACIONES ENDOCRINOLOGICAS
(CEDIE); 2SERVICIO DE DIABETES, HTAL. DE NINOS “R.
GUTIERREZ”; 3INMUNOLOGIA, (IDEHU-CONICET), FA-
CULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA, UBA; “FUNDA-
CION DE LAS ENFERMEDADES NEUROMETABOLICAS
(FESEN); *CATEDRA DE GENETICA Y BIOLOGIA
MOLECULAR, HTAL. DE CLINICAS, UBA; *DIABETES,
HTAL. DE NINOS ‘R. GUTIERREZ”
<jcresto@cedie.org.ar>

Nosotros demostramos en un trabajo experimental (Pancreas
33: 403-411, 2006) que el tratamiento con acetil-L-carnitina (50
mg/Kg/dia) asociado a nicotinamida (25 mg/Kg/dia) era capaz de
remitir la diabetes autoinmune del ratén inducida por multiples
subdosis de estreptozocina. Esta respuesta se obtenia luego de
que la agresiéon inmune estaba en desarrollo. Esta conducta te-
rapéutica era completamene atdxica. Seleccion de pacientes - Los
nifios se seleccionaron para su estudio con el dosaje de L-
carnitina, anticuerpos, HLA y PTEVG Metodologias - Se estudia-
ron aquellos nifios con valores bajos de L-canitina y/o anticuerpos
positivos. Se les efectu6 una PTEVG y se acepté como patolégi-
cos: Primer Pico<49 pU insulina; pendiente Kg<1.40 y log,_(area
ins) x K <15. Pacientes tratados - Luego 