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BP1. LA DISMINUC,I(')N DE LA CAPACIDAD DE REPARACION
ENDOTELIAL ESTA ASOCIADA AL DISBALANCE
AUTONOMICO EN LA HIPERTENSION CONTROLADA
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Introduccion: Las células progenitoras endoteliales tempranas
(CPE-tempranas) y las CPE-tardias contribuyen a la regeneracion
endotelial; ademas, pueden rescatar células endoteliales dafadas
al transferirles organelas a través de nanotubos tuneladores (NTT).
En roedores, la movilizacion de CPE de la médula dsea es depen-
diente de la actividad simpatica y las catecolaminas estan involu-
cradas en la modulacion de la revascularizacion post-isquémica,
sugiriendo que la desregulacion autonémica puede afectar negati-
vamente la reparacion endotelial. En humanos, evidencias indirec-
tas sugieren la existencia de una relacion entre la disautonomia y
la movilizacion de CPE.

Objetivo: Investigar si el desequilibrio autonémico en la hiper-
tension esencial esta asociado al deterioro de las CPE.

Métodos: Treinta pacientes hipertensos esenciales controlados
[PAS/PAD = 130 (120-137)/85 (61-88) mmHg; 81,8% hombres], y
diez normotensos sanos [(114 (107-119)/75,5 (65-79) mmHg; 80%
hombres] fueron estudiados. Las CPE-tempranas y CPE-tardias se
obtuvieron cultivando células mononucleares de sangre periférica
sobre fibronectina o colageno durante 9 y 21 dias, respectivamen-
te, y fueron caracterizadas por inmunohistoquimica. Los NTT fue-
ron identificados por microscopia/inmunohistoquimica. El perfil
autondémico se estudié analizando los componentes de baja- (LF) y

alta frecuencia (HF) de la variabilidad de la frecuencia cardiaca a
corto plazo durante: un periodo de reposo de 5 min, una maniobra
de espiracion/inspiracion, y un Stroop-test de colores y palabras.
Las modulaciones de las actividades simpatica/parasimpatica car-
diacas fueron evaluadas como LF/HF (%) y el poder HF (ms?), res-
pectivamente.

Resultados: En pacientes hipertensos controlados, la cantidad
de CPE-tempranas, CPE-tempranas que emitian NTT, CPE-tardias y
CPE-tardias que emitian NTT eran 41%, 77%, 50% y 88% menores que
en individuos normotensos (p < 0,008). En pacientes hipertensos
controlados, (1) el nimero de CPE-tardias se relacion6 a) positiva-
mente con la reserva cardiaca parasimpatica durante la maniobra
de espiracion/inspiracion (Rho = 0,45, p = 0,031) y b) negativamen-
te con la respuesta cardiaca simpatica durante el test de estrés
(Rho = -0,426, p = 0,045) y (2) el nimero de CPE-tempranas se re-
laciono positivamente con la dilatacion braquial mediada por flujo
(Rho = 0,655; p = 0,049); esto Ultimo sugiere que alteraciones en
las CPE afectarian la funcion vascular. Para investigar si los niveles
plasmaticos de epinefrina y norepinefrina contribuirian a la asocia-
cion negativa observada en pacientes hipertensos entre la hiperac-
tividad simpatica/hipoactividad parasimpatica y el nGmero de CPE-
tempranas, CPE-tardias y NTT, las CPE fueron incubadas en
presencia de estas catecolaminas. Ex vivo, la exposicion de CPE-
tempranas y tardias a epinefrina o norepinefrina mostro6 una rela-
cion dosis-respuesta negativa para la adhesion celular a fibronecti-
na y colageno; epinefrina inhibié el crecimiento de CPE-tardias,
pero epinefrina y norepinefrina estimularon el crecimiento de CPE-
tempranas -aunque en menor medida que su efecto inhibitorio so-
bre la adhesion.

Conclusiones: En pacientes hipertensos controlados la hiperacti-
vidad simpatica/hipoactividad parasimpatica estan negativamente
asociadas con las CPE, sugiriendo que la reduccion de la activacion
simpatica o el aumento de la activacion parasimpatica favorece-
rian la reparacion endotelial. Estas observaciones podrian ayudar a
explicar el conocido riesgo cardiovascular residual alto descripto
en los pacientes hipertensos controlados. El proximo paso seria in-
vestigar si el uso de antagonistas simpaticos se asocia al aumento
del nimero de CPE y la mejoria de la funcion endotelial en pacien-
tes hipertensos.
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BP2. EL RECEPTOR MAS DE ANGIOTENSINA-(1-7)

Y EL RECEPTOR B2 DE BRADIKININA INTERACCIONAN
FORMANDO UN HETERO-OLIGOMERO.
CONSECUENCIAS FUNCIONALES

B.D. Cerrato, H.E. Grecco y M.M. Gironacci.

Facultad de Farmacia y Bioquimica, Facultad de Ciencias Exactas
y Naturales, UBA.

Objetivo: La angiotensina-(1-7) (Ang)-(1-7), a través del recep-
tor Mas, y la bradiquinina (BK), a través del receptor B2, ejercen
efectos que llevan a una disminucion de la presion arterial, opo-
niéndose y balanceando asi el efecto presor caracteristico de la
Ang |l. Esta demostrado, que ambos ligandos, tienen la capacidad
de potenciar su efecto bioldgico al actuar juntos, y ademas, que
cualquiera de ellos pierde su efecto bioldgico, si el receptor del
otro se encuentra knockeado o antagonizado. Estos receptores per-
tenecen a la familia de receptores acoplados a proteina G (RAPG).
Se ha demostrado que los RAPG existen como homo-oligbmeros y
hetero-oligémeros, modulando su funcion bioldgica. La oligomeri-
zacion de los RAPG regula sus propiedades fisiologicas y farmacolo-
gicas, actuando sobre la internalizacion, transduccion de senales,
reciclado y degradacion de los RAPG. Teniendo en cuenta que exis-
ten evidencias fisioldgicas que demuestran una fuerte interaccion
entre la Ang-(1-7) y la BK, nuestro objetivo es investigar si los re-
ceptores Mas y B, que median sus efectos, interaccionan formando
un hetero-oligdmero, y si ello afecta la funcionalidad de cada uno
de los receptores.

Métodos: Se determino la formacion del hetero-oligbmero Mas-
B, por la técnica de Transferencia de energia por resonancia de
fluorescencia (FRET) en células de rifdn embrionario humano (HEK
293) las que fueron co-transfectadas con las construcciones que
expresan el receptor Mas fusionado a la YFP y el receptor B, fusio-
nado a la CFP (Mas-YFP y B,-CFP respectivamente). 48h después se
evalué la existencia de interaccion entre ambos receptores en for-
ma constitutiva, o bien, si es inducida por los ligandos, asi como la
funcionalidad del hetero-oligbmero formado por ensayos de union
hormona-receptor.

Resultados: Las células HEK 293 transfectadas con cada una de
las construcciones por separado demostré que las quimeras (Mas-
YFP y B,-CFP) se expresan correctamente en la membrana plas-
matica, que fueron reconocidas por cada uno de los ligandos y su

estimulacion produjo la activacion de transduccion de senales, lo
cual demuestra la correcta funcionalidad de las mismas. Cuando
se realizd FRET en las células HEK 293 transfectadas con ambas
construcciones, o sea que expresan ambas quimeras en la misma
célula, se observé que existe una interaccion constitutiva entre
los receptores Mas y B, en la membrana plasmatica. La estimula-
cion con el ligando, Ang-(1-7) o BK, produjo redistribucion de la
fluorescencia producto de las quimeras Mas-YFP y B,-CFP dentro
de vesiculas intracelulares. Estas células presentaron FRET positi-
vo. Esto sugiere que el ligando estimula la internalizacion del
hetero-oligomero formado. Por ensayos de unién-receptor obser-
vamos que la estimulacion con BK por 30 minutos, indujo la inter-
nalizacion del receptor B, en un 91 + 4% y un 53 = 3% de los recep-
tores Mas, mientras que la estimulacion con Ang-(1-7) indujo la
internalizacion del receptor Mas en un 82 + 6% y un 58 + 4% de los
receptores B,.

Conclusiones: Nuestros resultados demuestran que existe inte-
raccioén entre los receptores Mas y B,, un hetero-oligdmero consti-
tutivo, y que este hetero-oligomero es internalizado por estimulo
de cualquiera de sus ligandos, disminuyendo asi, no solo los recep-
tores en membrana del receptor correspondiente del ligando, sino
también, del otro receptor.

BP3. MECANISMOS VASCULARES Y RENALES ]
INVOLUCRADOS EN EL DESARROLLO DE HIPERTENSION
POR DEFICIENCIA DE ZINC DURANTE LA VIDA FETAL

Y POSNATAL

F. Mendes Garrido, N. Gobetto, L. Juriol, M. Dasso, V. Radionovas,
D. Cardelli, G. Wenk, R. Elesgaray, A. Costa, M. Gironacci,
A. Tomat y C. Arranz

Cdtedras de Fisiologia y de Quimica Bioldgica, Facultad de
Farmacia y Bioquimica, UBA. IQUIMEFA-IQUIFIB-CONICET.

Introduccién: Ratas macho sometidas a deficiencia prenatal y
postnatal de zinc presentan aumento de presion arterial (PA) e in-
adecuada funcion renal en la adultez, con disminucion del nUmero
de nefronas, fibrosis, disfuncion del sistema del dxido nitrico (NO),
aumento del estrés oxidativo y apoptosis renal.

Objetivos: Estudiar, en ratas macho adultas expuestas a restric-
cion moderada de zinc durante la vida fetal, la lactancia y/o el
crecimiento post-destete: 1) Componentes del sistema renina an-

Tabla BP3.

Cc Bb Bc
PAS(mmHg) 123 £ 1 142 + 1* 146 + 2*
Corteza renal
Contenido de Angll (ng/g.tej.) 1,1+0,1 2,7 £ 0,8* 1,4+0.2
Expresion ARNmECA/GADPH vs Cc 1, 0 + 0,08 6,4 + 0,6*T 1,2 + 0,1
Expresion proteica AT-1R/B-actina vs Cc 1,00 + 0.09 2,8 +0.2* 2,2 +0.2*
Aorta toracica
Aart (mm?) 2,29 + 0,09 1,7 £ 0,1*F 2,5+0,2
Am/Aluz (%) 22,8 + 0,4 23,0+ 0,4 23,8 £ 0,6
Co-media (score) 1,1+£0,6 3,1 +£0,3*F 1,6 £ 0,3
Actividad NOS (pmo (['“C] L-Citrulina/g tej.min)
Basal 225+ 5 172 + 4* 160 + 8*
+ Aminoguanidina 215+ 3 170+ 7 161 +9
+ 7-Nitroindazol 218 £ 3 172,2 + 0,1 171 £+ 18
+ Calmidazolium 55 + 2% 64,3 + 0,48 61 + 9
Respuesta vasorrelajante a acetilcolina (% relajacion respecto a contraccion maxima con fenilefrina 10-5M)
Emax 90 + 1 76 + 5* 77 + 3*

Tp < 0,01 vs Bc;*p < 0,01 vs Cc; tp < 0,0001 vs NOS basal Cc; p < 0,0001 vs NOS basal Bb; *p < 0,0001 vs NOS basal Bc.
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giotensina (SRA) renal; 2) Morfologia y reactividad de la aorta tora-
cica, actividad de NO sintasa (NOS) y sus isoformas.

Métodos: Ratas Wistar hembras recibieron dieta baja en zinc (B,
8 ppm) o control (C, 30 ppm) durante la prefez hasta el destete.
Un grupo de crias macho nacidas de madres B continuaron con die-
ta B(Bb) o C(Bc), respectivamente hasta la adultez. Las crias de
madres C recibieron dieta C (Cc). A los 81 dias se determind PA
sistolica (PAS, método tail-cuff). En corteza renal determinamos:
contenido de angiotensina Il (Angll) por radioinmunoensayo, expre-
sion de ARNm de enzima convertidora de angiotensina (ECA) por
RT-gPCR y expresion proteica de receptores AT1 (AT1-R) por wes-
tern blot. En aorta toracica se determind: en cortes con Sirius Red:
Aart (area de seccion transversal), Am/Aluz (area de la media/area
de luz), Co-media (colageno en capa media, score de 0-4). La acti-
vidad de la NOS (utilizando ["“C]L-arginina como sustrato) y sus iso-
formas (eNOS, nNOS, iNOS) en presencia de: aminoguanidina (1
mM), inhibidor de iNOS;7-nitroindazol (10 uM), inhibidor de nNOS;
Calmidalozium (1 pM), antagonista de calmodulina.

Resultados: Respuesta maxima de anillos (Emax) a la acetilcoli-
na (10""-10“M). ANOVA de una-via, test a posteriori Bonferroni (n =
6 /grupo).

Conclusiones: El inadecuado aporte prenatal y postnatal de
zinc incrementa la actividad del SRA de corteza renal, lo cual
contribuiria al desarrollo de alteraciones renales y al aumento de
la PA en las ratas macho adultas. Bb presenta aortas mas peque-
fas que presentan signos de fibrosis en la capa media y menor
actividad NOS. La restriccion de zinc durante la vida fetal y la
lactancia deja una impronta que no puede corregirse con el apor-
te adecuado de zinc post-destete. La deficiencia de zinc prenatal
y postnatal induce cambios vasculares y en el SRA-renal que con-
tribuirian a la programacion de alteraciones cardio-reno-vascula-
res en la adultez.

BP4. EL INTERCAMBIADOR NA*/H* CARDIACO (NHE-1)
COMO PUNTO DE BIFURCACION DE LA HIPERTROFIA
CARDIACA HACIA EL FENOTIPO FISIOLOGICO

O PATOLOGICO

A.M. Yeves, M.C. Villa-Abrille, N.G. Pérez e I.L. Ennis

Centro de Investigaciones Cardiovasculares, Facultad de Ciencias
Médicas, UNLP-CONICET.

Introduccion: La hiperactividad del NHE-1 juega un papel critico
en el desarrollo de la hipertrofia cardiaca (HC) patolodgica, sin em-
bargo su vinculacion con la HC fisioldgica no ha sido dilucidada.

Objetivo: Evaluar la relevancia del NHE-1 en el desarrollo de HC
fisiologica.

Métodos y resultados: Utilizamos ratas Wistar macho adultas
sometidas a una rutina de entrenamiento (natacion, 90 min/dia,
5 dias/semana, 3 meses; grupo E) y sus respectivos controles se-
dentarios (grupo S). El entrenamiento provoco el desarrollo de HC
(peso biventricular/longitud tibial 22,0 vs 24,3 mg/mm, S vs E; p
< 0,05). La HC fue de tipo fisioldgico ya que no se evidencio fibro-
sis (% de colageno intersticial 1,73 + 0,05 vs 1,42 + 0,09; Svs E; p
< 0,05) ni cambios significativos en la expresiéon del marcador de
HC patoldgica BNP. Exploramos las rutas de sefalizacion intrace-
lular involucradas hallando activacion de la ERK1/2 (100 + 18,4 vs
164 + 17,4%; S vs E; p < 0,05) pero no de la fosfatasa calcineurina,
critica en la fisiopatologia de la HC patolégica (100 + 10,2 vs 95,6
+12,5%; S vs E; p < 0,05). La via de ERK1/2 fosforila y activa al
NHE-1, por ello evaluamos la fosforilacion del intercambiador en
el sitio de consenso para esta via (residuo Ser703) detectando un
aumento (100 £ 9,25 vs 134 + 10,15; S vs E; p < 0,05) de modo si-
milar a lo que ocurre en la HC patoldgica. La hiperactividad del
NHE-1 provoca aumento del Na* intracelular que favorece el au-
mento del Ca? intracelular a través del modo inverso del inter-

cambiador Na*/Ca?*. Este incremento del Ca?" se asocia a activa-
cion de la calcineurina y el desarrollo de HC patologica. Por ello
exploramos en cardiomiocitos aislados la funcion del NHE-1 en
presencia de IGF-1, el inductor mas relevante de HC fisiologica.
La actividad del NHE-1 evaluada segun el eflujo de H* (J,) durante
la recuperacion de una acidosis sostenida (situacion en la que la
fosforilacion del NHE-1 por la via de la ERK1/2 es responsable de
estimular su actividad) fue significativamente reducida en pre-
sencia de IGF-1 (J, a pHi 6,8: 3,11 £ 0,41 vs 1,41 £ 0,26, control
vs IGF-1 respectivamente, p < 0,05). Este efecto se previno cuan-
do el IGF-1 se utilizo en presencia de wortmanina, inhibidor de
PI3-K, eslabon inicial en la sefalizacion intracelular disparada por
activacion del receptor de IGF-1 (J,, a pHi 6,8: 3,04 + 0,47). Estos
resultados junto al antecedente de la propuesta de una fosforila-
cion inhibitoria del NHE-1 por AKT motivaron el analisis de la fos-
forilacion del NHE-1 en el sitio de consenso para AKT en el miocar-
dio hipertréfico de las ratas entrenadas. Hallamos un aumento
significativo de la fosforilacion en dicho sitio en el miocardio hi-
pertroéfico (100 + 9,6 vs 152 + 19,4%; S vs E; p < 0,05). Conclusio-
nes: El NHE-1 seria un punto de bifurcacion en la sefalizacion
intracelular que conduce al desarrollo de HC fisiologica y patolo-
gica. La hiperactividad del NHE-1 favorecida por su fosforilacion
por la via de la ERK1/2 conduciria al aumento del Na* y del Ca*
intracelular, activacion de calcineurina y desarrollo de HC patolo-
gica. En cambio, la fosforilacion inhibitoria del NHE-1 dependien-
te AKT evitaria su hiperactividad desviando la sefalizacion hacia
el fenotipo de HC fisiologica.



