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Trabajos de investigacion basica

BO1. ALTERACIONES CARDIOVASCULARES Y METABOLICAS
PRODUCIDAS POR UNA DIETA RICA EN GRASA'Y FRUCTOSA
EN LA RATA

H.J. Lee, V. Andrade, A.S. Donoso, N.M. Sanchez Eluchans,
A.M. Puy6 y H.A. Peredo

Cdtedra de Anatomia e Histologia, Facultad de Farmacia y
Bioquimica, UBA 'y CONICET.

Una dieta rica en grasa y en fructosa produce en la rata altera-
ciones cardiovasculares y metabdlicas que semejan el sindrome
metabdlico humano. Los prostanoides (PR), metabolitos del acido
araquidonico por la via de la ciclooxigenasa, tienen propiedades
vasoactivas y también como mediadores de la inflamacion. Nues-
tro objetivo fue estudiar el efecto de esta dieta sobre la presion
arterial (PA), parametros metabolicos y la produccion de PR en el
lecho mesentérico en ratas Sprague-Dawley macho. Se utilizaron
4 grupos de animales (c/u n = 6): Control (C) dieta normal y agua
para beber; DGF, 50% en peso de grasa bovina adicionada a la
dieta normal y una solucion de F 10% p/v para beber, F: dieta
normal y una solucion de F 10% p/v para beber y DG: 50% en peso
de grasa bovina adicionada a la dieta normal. A las 9 semanas los
animales se sacrificaron y los lechos mesentéricos se incubaron 60
min a 37 °C en Krebs; los PR liberados se midieron por HPLC. La PA
se midio por el método indirecto, la glucemia y la trigliceridemia
se determinaron por medio de equipos comerciales y la insuline-
mia por ELISA. En el grupo DGF se encontr6 aumentada la PA
(mmHg), 152 + 5vs C, 123 + 3, p < 0,01, la relacion peso del higa-
do/peso corporal (mg/g) 38 + 1,2 vs C, 32,8 + 1,9, p < 0,05, la



4

XXI Congreso Argentino de Hipertension Arterial

glucemia (mg/dl), 155 + 6 vs C, 129 + 9, p < 0,05, la trigliceride-
mia (mg/dl), 191 £ 16 vs C, 56 + 8, p < 0,001 y la insulinemia (ng/
ml) F, 3,2 + 0,3 vs C,1,6 + 0,2, p < 0,01. El peso corporal no pre-
sentd diferencias significativas. Por otra parte, se detectaron
prostaglandinas (PG) F,alfa y E,, asi como PG 6-cetoF alfa y trom-
boxano (TX) B,, metabolitos inactivos de prostaciclina (PGl,) y
TXA, respectivamente. En el grupo DGF se observaron incremen-
tos en la produccion (ng PR/mg tejido) de PGE,, 149 + 17 vs C, 101
+ 4, PGF,alfa, 163 + 17 vs C, 89 + 4 yTXBZ, 137 + 18 vs C, 69 + 6,
p < 0,01 en todos los casos. En el caso de los tratamientos con F y
DG por separado, se obtuvieron resultados similares en cuanto al
incremento de PA, triglicéridos e insulina, no asi la glucemia que
no fue modificada. Sobre la produccién de PR, F produjo una dis-
minucion significativa de los vasodilatadores prostaciclina y PGE,,
mientras que DG tuvo efectos similares a DGF. El incremento en la
PA en el grupo DGF podria deberse, al menos en parte, al desba-
lance en la produccion vascular de PR a favor de los vasoconstric-
tores. Por otra parte, esta modificacion dietaria implica un proce-
so inflamatorio, el cual podria justificar el aumento de la PGE,, un
conocido mediador de tales procesos. Cabe destacar que en el
modelo de sobrecarga de F, el aumento de presion se relacionaria
con la disminucion de PR vasodilatadores. Como conclusion, la
administracion simultanea de DG y F, que se asemeja a la dieta a
la que se someten muchos nifios, jovenes y adultos en la actual
cultura occidental tiene, en la rata, efectos deletéreos mas mar-
cados que los de cada tratamiento por separado.

B0O2. ALTERACION PRECOZ DE LA RELACION L-DOPA/
DOPAMINA URINARIA EN RATAS CON SOBRECARGA DE
FRUCTOSA'Y SU CORRELACION POSITIVA CON EL
DESARROLLO DE LA HIPERTENSION ARTERIAL

M.C. Kravetz', N.L. Rukavina Mikusic', N.M. Kouyoumdzian',
S. Gorzalczany?, J. del Mauro?, H.J. Lee?, A.H. Correa’,
M. Pandolfo*, C. Hocht?, A.M. Puyé?, B.E. Fernandez' y M.R. Choi’

Cdtedra de Fisiopatologia; *Cdtedra de Farmacologia; 3Cdtedra
de Anatomia e Histologia; “Cdtedra de Quimica Clinica, Facultad
de Farmacia y Bioquimica, UBA. INFIBIOC, CONICET.

Introduccién: El modelo de sobrecarga de fructosa en la dieta
(SF) se caracteriza por desarrollar cambios metabdlicos y hemodi-
namicos como hiperinsulinemia e hipertension arterial (HTA) que
conducen al dafno renal. En estudios previos efectuados en ratas
con SF se han demostrado alteraciones en el sistema dopaminér-
gico renal consistentes en una reduccion de la captacion de L-
dopa estimulada por insulina en las células tubulares proximales,
provocando un aumento de su excrecion urinaria. En cambio,
existen pocas evidencias sobre el rol de la dopamina renal en la
fisiopatogenia de la HTA por SF, como asi también de su posible
utilidad como predictor del dafio renal observado en el sindrome
metabolico. Hipotesis: los cambios metabdlicos y hemodinamicos
producidos por una dieta alta en fructosa se asocian a modifica-
ciones del sistema dopaminérgico renal que contribuyen a la re-
tencion de sodio y desarrollo de HTAy preceden a la microalbumi-
nuria.

Objetivo: Determinar alteraciones en la produccion renal de do-
pamina mediante el cociente L-dopa/dopamina urinaria y su rela-
cion con la natriuresis, presion arterial sistolica (PAS) y aparicion
de microalbuminuria.

Métodos: Se utilizaron ratas Sprague Dawley macho que se divi-
dieron en dos grupos tratados durante 4, 8 y 12 semanas: C: Control
(con agua para beber) y SF: con F al 10% P/V para beber (n = 4 por
grupo y periodo). El dia anterior al sacrificio se colocaron en jaulas
metabdlicas y se determind en orina de 24h: L-dopa y dopamina
(por HPLC), diuresis, sodio y creatinina y en plasma: triglicéridos,
glucemia, colesterol e insulinemia. La PAS se midié por método in-

directo.

Resultados: (+ ESM): SF incrementd PAS (mmHg, C4: 121 + 8 vs
F4: 145 + 1*; C8: 130 + 4 vs F8: 161 + 10%; C12: 133 + 5 vs F12: 163
+ 4%), triglicéridos (mg/dl, C8: 44 + 8 vs F8: 116 + 10%; C12: 68 + 30
vs F12: 153 £ 12*), la relacion L-dopa/dopamina (C4: 0,49 + 0,05 vs
F4: 1,9 + 0,09%; C8: 0,53 + 0,06 vs F8: 2,35 + 0,1%; C12: 0,54 + 0,07
vs F12: 2,57 + 0,27), la diuresis (ml/24h, C4: 11,79 + 1,42 vs F4:
24,54 + 2,05%; C8: 9,98 + 1,01 vs F8: 23,52 + 1,9%; C12: 11,55+ 1,6
vs F12: 28,37 + 2,07*) y disminuy6 la excrecion urinaria de sodio
(mEq/24 hrs, C4: 1,01 + 0,05 vs F4: 0,83 + 0,04*; C8: 1,02 + 0,08 vs
F8: 0,72 + 0,05% C12: 1,04 + 0,08 vs F12: 0,64 + 0,04%). *p < 0,05,
p < 0,01. La microalbuminuria inducida por SF se observo recién en
la semana 12 (C12: 13,11 + 1,4 vs F12: 57,6 + 2,5%). Se observo una
correlacion positiva entre PAS y la relacion L-dopa/dopamina urina-
ria (R*: 0,78, p = 0,002).

Conclusiones: La SF en la dieta produjo un incremento de la PAS
que se correlaciona con una disminucion de la natriuresis desde la
4° semana de tratamiento. Estos cambios fueron acompanados por
un aumento progresivo de la relacion L-Dopa/dopamina urinaria
que precede a la aparicion de microalbuminuria en la 12° semana.
El incremento del indice L-Dopa/dopamina urinaria se correlaciona
temporalmente con el aumento de la PAS y puede postularse como
un marcador alin mas precoz que la microalbuminuria para detec-
tar el deterioro de la funcion renal que precede al dafio renal en la
HTA por SF.

BO3. MODULACION DE LA OXIDO NIiTRICO SINTASA
RENAL POR LA CAVEOLINA-1 DURANTE EL ESTADO
HIPOVOLEMICO SEGUN AVANZA LA EDAD

N. Arreche, M. Ottobre, L. Peredo, A. Fellet y A.M. Balaszczuk
Cdtedra de Fisiologia, Facultad de Farmacia y Bioquimica, UBA.

Introduccién: El papel de sustancias vasodilatadoras como el
oxido nitrico (NO) durante el estado hipovolémico no ha sido total-
mente dilucidado. La regulacion de la sintesis renal de NO esta
sujeta a diversos mecanismos de control de las isoformas de la NO
sintasa (NOS). Considerando que la eNOS y la caveolina-1 forman
un complejo inhibitorio, las alteraciones en la expresion de esta
Ultima puede interpretarse como un factor que modula la actividad
enzimatica de la eNOS. Sin embargo, no sélo se deben tener en
cuenta los cambios absolutos en la abundancia de caveolina-1, sino
también si las modificaciones en la distribucion tisular y subcelular
de esta proteina podrian influir en la actividad de la eNOS. El siste-
ma del NO y las caveolinas han sido identificados como modulado-
res del normal proceso de envejecimiento.

Objetivo: Evaluar el efecto de la caveolina-1 sobre la actividad
del sistema del NO renal luego de una hemorragia aguda segun
avanza la edad.

Métodos: Grupos de animales jovenes y adultos: Grupo C, ratas
anestesiadas controles; Grupo H: ratas anestesiadas sometidas a
una hemorragia aguda del 20% de la volemia. A los 120 min se pro-
cedio al sacrificio de los animales y a la extraccion del rifion. Se
determino la actividad de la NOS (método in vitro y actividad NA-
DPH diforasa), y los niveles proteicos de las isoformas de la NOS y
caveolina-1 mediante Western blot. Se realiz6 un estudio de colo-
calizacion utilizando anticuerpos anti eNOS y anti caveolina-1 en
cortes de tejido renal para evaluar principalmente a nivel medular
la potencial asociacion de la eNOS con la proteina inhibitoria ca-
veolina-1 a los 120 min de realizado el sangrado segiin avanza la
edad.

Resultados: El avance de la edad disminuye la actividad de la
NOS renal, mientras que el estado hipovolémico ocasiona un incre-
mento en este parametro tanto en animales jovenes como adultos
(Grupo C joven: 309 + 24 pmol.g tej'.min", Grupo H joven:499 +
20* pmol.g tej'.min", Grupo C adulto: 249 + 17 pmol.g tej'.min
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',Grupo H adulto: 449 + 16* pmol.g tej'.min""; *p < 0,01 vs Grupo C
de cada grupo etario; *p < 0,01 vs Grupo C joven). Las alteraciones
observadas en la actividad de la NOS fueron a expensas de cambios
en la actividad histoquimica NADPH diaforasa en la médula renal.
No se observaron cambios en los niveles proteicos de las isoformas
de la NOS ni de la caveolina-1 en ninglin grupo. El estudio de inmu-
nocolocalizacion de la eNOS y caveolina-1 mostré que: a) existio
una mayor asociacion de la eNOS con la caveolina-1 en el Grupo C
adulto respecto del Grupo C joven, b) la hemorragia aguda del 20%
de la volemia ocasion6 una mayor disociacion del complejo eNOS/
caveolina-1 en ambos grupos etarios.

Conclusiones: La menor actividad de la NOS observada con el
avance de la edad podria deberse a la mayor asociacion de la eNOS
con la caveolina-1. El estado hipovolémico constituye un estimulo
para la disociacion del complejo eNOS/caveolina-1 ajustando la
produccion de NO a las necesidades del tejido renal ante una he-
morragia aguda. Esta respuesta seria independiente de la edad del
individuo.

BO4. IMPACTO DE LA DEFICIENCIA MODERADA DE ZINC
DURANTE LA VIDA FETAL Y EL CRECIMIENTO SOBRE
LA ACTIVIDAD DEL OXIDO NITRICO CARDIACO

G. Pineda, L. Juriol, F. Mendes Garrido, M.N. Gobetto, D. Cardelli,
L. Veiras, R. Elesgaray, M.A. Costa, C. Arranz y A.L.Tomat

Cdtedra de Fisiologia, Facultad de Farmacia y Bioquimica, UBA.
IQUIMEFA-CONICET.

Introduccién: La deficiencia moderada de zinc durante el creci-
miento intrauterino y postnatal induce en los machos adultos un
incremento de la presion arterial y alteraciones cardiacas, caracte-
rizadas por una disminucion de los espesores parietales y de la
contractilidad del ventriculo izquierdo. A su vez, las arterias coro-
narias presentan remodelado hipertroéfico asociado al aumento de
presion arterial sistolica.

Objetivo: Evaluar la actividad del sistema del oxido nitrico (NO)
y el estrés oxidativo en el tejido cardiaco de ratas machos (m)
adultas jovenes expuestas a una deficiencia moderada de zinc du-
rante la vida fetal y el crecimiento.

Métodos: Ratas Wistar prehadas recibieron durante la prefiez y
la lactancia, una dieta baja en zinc (B: 8 ppm) o control (C: 30
ppm). Luego del destete, las crias Bm se dividieron en 2 grupos: BC
recibieron dieta control y BB continuaron con dieta baja en zinc.
Las crias Cm continuaron con dieta control (CC). A los 81 dias de
vida, se determind: presion arterial sistolica (PAS, mmHg) por mé-
todo indirecto; actividad de NO sintasa (NOS) cardiaca basal y de
sus isoformas endotelial (eNOS), neuronal (nNNOS) e inducible (iNOS)
(pmol™C L-citrulline/g.tejido.min);expresion proteica (densidad
optica eNOS/B-actina relativa a CC) y del ARNm (eNOS/GAPDH re-
lativa a CC) de la eNOS mediante Western Blot y RT-qPCR, respec-
tivamente; niveles de lipoperoxidacion (TBARS, nmol/mg prot),
glutation reducido (GLUT, mg/mg prot) y enzimas antioxidantes:
glutation peroxidasa (GPx, ymol/min.mg prot), superdxido dismu-
tasa (SOD, USOD/mg prot) y catalasa (CAT, pmol/mg prot). Los re-
sultados se analizaron con test de Anova de 1 factor y test de Bon-
ferroni.

Resultados: BB y BC presentaron un aumento de PAS respecto a
CC (CC: 126 £ 1, BB: 143 + 1%, BC: 146 = 2*) y una disminucion de la
actividad basal de la NOS respecto al control (CC: 204 + 6, BB: 164
+ 10%, BC: 157 + 111*). El NO seria principalmente sintetizado por
la eNOS ya que la actividad basal de la NOS no se vio afectada por
los inhibidores de la nNOS y iNOS, pero se mostré disminuida con el
bloqueante de Ca2+-calmodulina (CC: 47 + 2% BB: 52 + 2%, BC: 49 =
2%, 7p < 0,001 vs basal) en todos los grupos. No se observaron dife-
rencias significativas en la expresion proteica (CC: 1,0 + 0,1, BB:
0,9 + 0,1, BC: 1,3 = 0,2) y del ARNm de la eNOS (CC: 1,00 + 0,07,

BB: 1,24 + 0,10, BC: 0,93 + 0,03) entre los grupos estudiados. Los
grupos deficientes presentaron niveles de TBARS (CC: 0,21 + 0,02,
BB: 0,78 + 0,08*, BC: 0,47 + 0,02*") y actividad de la SOD (CC: 3,7 +
0,5, BB: 6,3 + 0,7*, BC: 6,4 + 0,4*) aumentados respecto a CC. Asu
vez, solo el grupo BB presentd disminuidos los niveles de GLUT (CC:
1,8 +0,3, BB: 0,6 + 0,1*, BC: 1,6 + 0,3). Respecto a la actividad de
GPx (CC: 80 + 3, BB: 88 + 10, BC: 92 + 2) y CAT (CC: 0,06 + 0,01, BB:
0,1 + 0,01, BC: 0,07 + 0,01) no se observaron diferencias significa-
tivas respecto al control.*p < 0,01 vs CC; 'p < 0,01 vs BB).

Conclusiones: La deficiencia moderada de zinc durante la
vida fetal y postnatal programa una menor produccion de NO
debido mayormente a disminucion de la actividad de la isoforma
endotelial que asociado al aumento de los niveles de lipoperoxi-
dacion y la alteracion de los sistemas antioxidantes, estaria de-
terminando la menor biodisponibilidad de NO tisular. Esta dismi-
nucion del sistema del NO en conjunto con otros mecanismos
humorales, inflamatorios y apoptéticos, estarian contribuyendo
a las alteraciones estructurales y funcionales observadas en los
machos adultos.

BO5. PAPEL DE LA PROTEINA CINASA C (PKC)

EN EL EFECTO CARDIOPROTECTOR DEL PRE Y
POSTACONDICIONAMIENTO ISQUEMICOS EN RATAS
HIPERTENSAS ESPONTANEAS (SHR)

L.F. Gonzélez Arbelaez y S.M. Mosca

Centro de Investigaciones Cardiovasculares,
CCT La Plata-CONICET, Facultad de Ciencias Médicas,
Universidad Nacional de La Plata.

El objetivo de este estudio fue determinar la participacion de
la PKC en dos protocolos de pre (Pl'y 3Pl) y el postacondiciona-
miento isquémicos (POS) en un modelo de isquemia global en
SHR. Para ello, corazones aislados y perfundidos segln la técnica
de Langendorff fueron asignados a los siguientes grupos experi-
mentales: 1) Control isquémico (Cl): 45 min de isquemia global
(IG) y 1 h de reperfusion (R); 2) PI: se aplicé un ciclo de IG-R de
de 5y 10 min, respectivamente previo a la 1G45; 3) 3PI: se aplica-
ron 3 ciclos de IG-R de 2 y 5 min, respectivamente antes de la
I1G45 y 4) POS: se aplicaron al comienzo de la reperfusion 3 ciclos
de IG-R de 30 seg cada uno. Estos protocolos se repitieron en
otros corazones los que fueron tratados con 1 uM de celeritrina
(Cel, bloqueante de PKC) durante 15 min segun 3 esquemas: a) Cl:
15 min antes de la 1G45; b) Cel+Pl y Cel+ 3PI: los Gltimos 5 min de
la estabilizacién y 10 min durante la reperfusion y/o reperfusio-
nes previas a la 1G45; c) Cel+POS: 15 min antes de la IG45. Al final
de la reperfusion se midio el tamano del infarto (TI) por tincion
con sales de tetrazolio y el contenido de las formas fosforiladas
en relacion a las totales de PKC, fosfoinositol 3-cinasa (PI3K/Akt)
y glucogeno sintetasa cinasa-3 f (GSK-3p) por Western blot. EL PI,
3Ply POS redujeron significativamente el Tl (33 + 1%, 34 + 2%y 36
+ 4% vs 53 + 3% en el grupo CI). El agregado de Cel no modifico el
Tl del grupo Cl pero anulé la proteccion dada por las tres inter-
venciones siendo el Tl de 58 + 7%, 53 + 1% y 54 + 1% en los grupos
Cel+PI, Cel+3PIl y Cel+POS, respectivamente. La expresion de P-
PKC, P-Akt y P-GSK-3f disminuyod en el grupo CI (59 = 2%, 41 + 1%
y 34 + 2%, respectivamente). EL PI, 3Pl y POS aumentaron entre un
30 a 60% el contenido de las 3 cinasas. Cuando la PKC fue blo-
queada (Cel+Pil, Cel+3Pl y Ce+POS) el contenido de P-PKC dismi-
nuyo, el de P-GSK-3p no se modificd y el de P-Akt aumento. Este
estudio demuestra que el POS y ambos protocolos de Pl reducen
en un porcentaje similar la muerte celular miocardica producida
por isquemia-reperfusion en SHR y que este efecto cardioprotec-
tor estaria mediado por vias de sefalizacion que involucran a la
PKC y en las cuales participan Akt y GSK-3f.
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BO6. PARTICIPACION DEL SISTEMA MELANOCORTICO
EN LA REGULACION DE LA EXPRESION DE TRH EN
LA RATA SHR

M.S. Landa, L.S. Peres Diaz, M.L. Schuman, M.B. Garassino,
S.l. Garcia y C.J. Pirola

Instituto de Investigaciones Médicas “Alfredo Lanari”,
IDIM-CONICET.

En la regulacion de la ingesta calorica y el gasto energético
participan diversos sistemas de péptidos orexigenos y anorexige-
nos modulados por leptina, la hormona liberada por adipocitos.
Hemos descripto que el efecto hipertensor de la leptina es media-
do por TRH con el consecuente aumento de catecolaminas. Tam-
bién se ha descripto que los receptores melanocérticos participan
de la respuesta presora de la leptina. Dado que aln no existen
evidencias del conector fisiologico entre los efectos cardiovascu-
lares de la leptina con el consecuente aumento de la actividad
simpatica, postulamos que la hipertension inducida por leptina
estaria mediada por la TRH diencefalica (TRHd) a través de recep-
tores melanocérticos tipo 4 (MC4-R). Asi, evaluamos la participa-
cion del sistema melanocortico en la regulacion de la presion ar-
terial (PA) en el modelo de rata SHR que presenta una
hiperactivacion del sistema de TRH hipotetizando que deberia en-
contrarse aumentado respecto a las ratas WKY. Para ello, sacrifi-
camos ratas SRH y WKY adultas, se extrajo RNA de diencéfalo a
partir del cual se obtuvo cDNA para la cuantificacion de la expre-
sion de genes mediante PCR en tiempo real utilizando HPRT como
control de carga. Como previamente publicamos, la expresion de
TRH fue significativamente mayor en las SHR vs WKY (0,0356 +
0,0064 vs 0,0273 + 0,0040, p < 0,05, n = 5). De acuerdo con nues-
tra hipdtesis, se observaron niveles mayores de expresion de
POMC en las ratas SHR en relacion a las WKY (0,0431 + 0,0108 vs
0,0277 + 0,0042, p < 0,05, n = 5). Lo mismo fue observado al eva-
luar la expresion del MC4-R. Para confirmar la participacion del
MC4-R en la hipertension de este modelo, realizamos inyecciones
intracerebroventriculares (icv) en ratas SHR y WKY con un antago-
nista de MC3/4-R (SHU). Se implant6 una canula guia en tercer
ventriculo que nos permitid realizar inyecciones en el animal des-
pierto. Se registro el peso corporal, consumo de alimento y pre-
sion arterial mediante método plestimografico (CODA System) en
condiciones basales y a las 24h de la inyeccion de SHU (0,6 nmol/5
ul) o solucion fisioldgica (5 ul) como control. De acuerdo a lo es-
perado, el SHU gener6 un aumento en el consumo de alimento y
peso corporal respecto al basal, indicando la efectividad del tra-
tamiento; y también disminuy6 la presion media, sistolica y dias-
tolica en las ratas SHR (# p < 0,05, n = 5). Los resultados se expre-
san como media + ES, ANOVA, test de Fisher. Al evaluar la expresion
de genes en diencéfalo mediante PCR en tiempo real observamos,
de acuerdo a nuestra hipotesis, que la disminucion de la PA en el
grupo SHR-SHU se acompand de una disminucion en la expresion
de TRH respecto a SHR-SF (*p < 0,05, n = 5). Demostramos por
primera vez que la expresion de componentes del sistema mela-
nocortico se encuentran aumentados en el diencefalo de la rata
SHR sugiriendo un aumento en la actividad de este sistema y pos-

tulamos que la TRH mediaria la accion hipertensora del sistema
melanocortico ya que el bloqueo de receptores MC4-R disminuye
la expresion del tripéptido y reduce significativamente la PA.

BO7. LA ROSUVASTATINA DISMINUYE EL DANO RENAL
ASOCIADO A LA EDAD

J. Alfie’, M.F. Sirriz, M. Gironacci?, M. Burztyn?, M.C. Morales?,
G. Gonzalez}, M Giménez'?, A. Gallo*® y N. Basso**

"Hospital Italiano de Buenos Aires. ?Instituto de Quimicay
Fisicoquimica Biologicas-CONICET, Facultad de Farmacia y
Bioquimica UBA. ‘Instituto de Fisiopatologia Cardiovascular
(INFICA), Facultad de Medicina, UBA. “Centro Médico Dr. Carlos
Maria Taquini. SAFIC.

Introduccion: Las estatinas ejercen una accion nefroprotectora
en varios modelos de injuria renal como nefropatia diabética y ne-
frectomia subtotal. El bloqueo de los receptores AT1 ejerce un
efecto protector en el deterioro renal por envejecimiento.

Objetivo: Evaluar el efecto nefroprotector de la rosuvastatina
en ratas afosas y su relacion con los niveles de receptores AT1y AT2
de angiotensina Il.

Métodos: Estudiamos ratas Wistar macho que recibieron agua
(n = 20) o rosuvastatina 20 mg/Kg/dia en el agua de bebida desde
el destete hasta los 18 meses (n = 20). El contenido proteico de
los receptores AT1y AT2 se evaluo en la corteza renal por western
blot (wb). La PA se midié por el método de la cola con el animal
despierto. La severidad del dafo histologico renal se estratifico
en una escala del 0 al 3 (Toxicologic Pathology. 2002;30:93-6). Los
datos estan expresados como media + desvio estandar. Para las
comparaciones se utilizo t-test de Student y test de Kruskal-
Wallis.

Resultados: A los 18 meses de edad, la PAS (116 + 13,6 vs 119 +
15,9 mmHg), el ventriculo izquierdo (1,81 + 0,11 vs 1,77 + 0,10 g/
kg) y los rinones (izquierdo 3,10 + 0,3 vs 2,96 + 0,22 g/kg), fueron
comparables entre los grupos control y rosuvastatina respectiva-
mente. El tratamiento con rosuvastatina se asocié a menor fibrosis
intesticial (p = 0,026) y periglomerular (p = 0,033), y menor atrofia
tubular (p = 0,011), sin diferencias significativas en el infiltrado
inflamatorio. La rosuvastatina también redujo la excrecion de pro-
teinas (18 + 4,7 vs 13 + 1 mg de proteina/mg de creatinina, p =
0,018) sin diferencia significativa en la creatinina ni en el coleste-
rol plasmatico. En los controles, el contenido proteico de recepto-
res AT1 aument6 4,3 + 0,7 veces a los 12 meses, y 3,7 + 0,8 veces a
los 18 meses, sin cambio en los receptores AT2. En contra de lo
esperado, en animales de 18 meses, el tratamiento con rosuvasta-
tina mostré un aumento adicional del contenido proteico de recep-
tor AT1 de 3,06 + 0,86 veces comparado con el grupo control (p <
0,05).

Conclusiones: En ratas normales envejecidas, la rosuvastatina
redujo la fibrosis renal, la atrofia tubular y la excrecion urinaria de
proteinas, mientras que acentu6 el aumento en el contenido de
receptores AT1.

Tabla BO6.

Grupos Consumo de alimento PAS Post ICV
TRH/HPRT Basal Post ICV Basal

WKY-SF 20,3+ 2,6 20,5 + 3,6 137,5 £ 6,2 142,3 £+ 4,7 0,053 + 0,726

WKY-SHU 20,0+ 2,2 26,4+ 3,2# 140,5 + 6,2 143,5 + 4,8 0,049 + 0,725

SHR-SF 22,6 +1,8 20,8 £ 2,1 219,1 £ 5,1 227,1+ 3,8 1,403 + 0,592

SHR-SHU 21,2+ 2,1 28,8+2,9# 219,4+ 6,2 196,9 + 4,7 # 0,036 + 0,649*
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BO8. EVALUACION DE LA RESPUESTA VASCULAR DE UN
NUEVO AGENTE ANTITUMORAL 2-(4-HIDROXIANILINO)-
1,4-NAFTOQUINONA EN AORTA DE RATA

J. Palacios', J. Benites', P. Buc'?3, D. Rios', J. Valderrama',
A. Paredes?, J.L. Vega? y F. Cifuentes?

'Facultad de Ciencias de la Salud, Departamento de Ciencias
Quimicas y Farmacéuticas, Universidad Arturo Prat, Iquique.
2Laboratorio de Fisiologia Experimental (EPhyL), Instituto de
Antofagasta, Universidad de Antofagasta, Chile. 3Université
Catholique de Louvain, Louvain Drug Research Institute,
Toxicology and Cancer Biology Research Group (GTOX),
Bruselas, Bélgica.

Introduccion: La angiogénesis es uno de los principales meca-
nismos en el desarrollo y metastasis de los tumores cancerige-
nos. En células tumorales, el exceso de angiogénesis produce un
crecimiento desmesurado de los capilares sanguineos. Este sis-
tema vascular tumoral desorganizado y disfuncional dificulta la
administracion de drogas. Por tanto, la normalizacion de la an-
giogénesis es un blanco terapéutico importante en el tratamien-
to del cancer. Recientemente se ha evaluado el estudio de deri-
vados quimicos de la 1,4-naftoquinona como nuevos agentes
antitumorales, pero se desconocen sus efectos sobre la angiogé-
nesis. Nuestro laboratorio ha sintetizado y demostrado la capa-
cidad antitumoral de laaminonaftoquinona ([2-(4-hidroxianilino)-
1,4-naftoquinona]; Q7), en 3 diferentes lineas celulares
tumorales, y su baja citotoxicidad en fibroblastos normales de
rata. Uno de los mecanismo de accion de las 1,4-naftoquinonas
involucra la ruptura del ADN, por generacion de radicales libres,
causando apoptosis de las células tumorales. Es sabido que la
angiogénesis depende del estado del endotelio vascular, es de-
cir, del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) y de
la produccion de o6xido nitrico endotelial. Los vasos sanguineos
nuevos son muy sensibles al 6xido nitrico endotelial.

Objetivo: Evaluar el efecto de Q7 sobre la respuesta del endote-
lio vascular en aorta de ratas hembras inmaduras.

Métodos: Se hicieron experimentos de reactividad vascular en
aorta de ratas hembras Sprague-Dawley de 1 mes de edad, estimu-
lando el endotelio vascular con distintas sustancias vasoactivas. En
algunos casos se preincubd el anillo aortico, durante 20 minutos,
con Q7 (10%y 105 M).

Resultados: Los resultados muestran que el efecto maximo vaso-
dilatador endotelial a 10° M de acetilcolina (ACh) en anillos adrti-
cos (pre-contraidos con 10 M fenilefrina) disminuyo significativa-
mente (42%) en presencia de 10° M de Q7. La sensibilidad (EC,,) a
acetilcolina disminuyé significativamente en presencia de Q7 (81 =
3,3 nM control vs 22 + 6,9 nM con Q7; p < 0,05). La respuesta vaso-
dilatadora a 10 M nitroprusiato de sodio (un donador de d6xido ni-
trico) fue completa en ambos casos, recuperandose el efecto vaso-
dilatador en el anillo preincubado con Q7. La respuesta contractil
a fenilefrina (10°-10° M) aunque aumento ligeramente en un 10%
en presencia de Q7, no fue significativa. Las aortas control presen-
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Figura B08. Estructura de 2-(4-hidroxianilino)-1,4-naftoquinona.

taron oscilaciones contractiles ritmicas (vasomocion) a ACh 10 M,
que en presencia de Q7 disminuyeron significativamente (amplitud
de las oscilaciones 140 + 18 mg control vs 56 + 10 mg con Q7; p <
0,05). La adicion de SNP 10 M recuper6 la amplitud de las oscila-
ciones contractiles ritmicas en presencia de Q7. Las oscilaciones
vasculares contractiles ritmicas son debidas al movimiento del cal-
cio citosolico.

Conclusion: En conclusion, la aminonaftoquinona Q7 produce
una disminucion de la vasodilatacion endotelial, posiblemente a
través de una disminucion de la liberacion de 6xido nitrico. Ade-
mas, Q7 altera las oscilaciones ritmicas contractiles, sugiriendo
una disminucion del movimiento del calcio citosolico.

B09. HIPOTIROIDISMO Y OXIDO NiTRICO: ADAPTACION
CARDIOVASCULAR AL SHOCK HEMORRAGICO DURANTE
EL AVANCE DE LA EDAD

F. Detomaso, P. Braga, L. Rodriguez, M. Cufre Barbieri, P. Urrere,
A. Moyano, A. Balaszczuk y A. Fellet

Cdtedra de Fisiologia, Facultad de Farmacia y Bioquimica,
Universidad de Buenos Aires, IQUIMEFA-CONICET.

Introduccién: Demostramos que el dxido nitrico (NO) es un im-
portante modulador de la actividad marcapaso y de la fuerza de
contraccion del corazon. Las hormonas tiroideas y el avance de la
edad modificarian esta modulacion. En este trabajo se pretende
evaluar la participacion del NO en los cambios hemodinamicos in-
ducidos por la pérdida aguda de sangre en ratas hipotiroideas jove-
nes y adultas.

Métodos: Ratas macho Sprague-Dawley eutiroideas (E) e hipo-
tiroideas (h) de 2 (jovenes) y de 18 meses de edad (adultas)
fueron divididas en grupos (n = 7/grupo): control (C); hemorra-
gia (H) (pérdida aguda de sangre del 20% de la volemia); control
con L-NAME (CL-NAME) y hemorragia con L-NAME (HL-NAME). EL
hipotiroidismo se indujo mediante la administracion de metima-
zol 0,02% en el agua de bebida durante 28 dias. El L-NAME fue
utilizado como inhibidor inespecifico del sistema del NO (1 mg/
kg iv seguido de 0,5 mg/kg.h iv = 100 pl/h). La presion arterial
media (PAM) y la frecuencia cardiaca (FC) se monitorearon con-
tinuamente durante 120 minutos. El analisis estadistico se reali-
z6 con el programa SPSS Statistics 17.0 (IBM). Los datos se ex-
presaron como la media (X) + error estandar de la media (ESM).
Para analizar los datos se utilizo el analisis de la varianza de una
variable (ANOVA) seguido de un test de Tukey-b para mdltiples
variables y la prueba T2-Tamhane. Se considerd significativo el
5% de probabilidad (*p < 0,05 vs valores basales; #p < 0,05 vs h;
Tp < 0,05 vs jovenes).

Resultados: La PAM y FC basales fueron menores en los adultos y
en h. El sangrado provoco una hipotension inmediata seguida de
una estabilizacion de dicho parametro en todos los animales. Los E
adultos presentaron mayor hipotension inicial y tiempo de estabili-
zacion. Los animales jovenes hH recuperaron los valores basales de
PA. La H indujo una respuesta bradicardizante inicial seguida de
una taquicardia gradual. La bradicardia fue mayor en los E jovenes.
El h disminuyo esta respuesta soélo en los jovenes. ELl L-NAME anuld
los cambios en la FC luego de la hemorragia.

Conclusiones: El déficit de hormonas tiroideas atenla la res-
puesta adaptativa del sistema cardiovascular ante el shock hemo-
rragico, aumentando los tiempos de estabilizacion de los parame-
tros hemodinamicos estudiados. La hipotension inmediata
inducida por la hemorragia seria independiente del NO; no siendo
asi la que se observa luego de este periodo. El NO seria uno de los
factores que estaria modulando la respuesta de la FC ante el
shock hemorragico independientemente del estado tiroideo y de
la edad
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Tabla B09.
Grupos FC jovenes FC adultos
Basal 5 min 120 min Tiempo de Basal 5 min 120 min Tiempo de
estabilizacion estabilizacion
(Ipm) (Ipm) (Ipm) (min) (Ipm) (Ipm) (Ipm) (min)
EH 348 + 5 255 + 5% 370 + 4* 30 305 + 5t 247 + 5* 392 + 5t* 90
E H L-NAME 347 £ 5 347 £ 5 347 £ 5 - 306 + 5t 306 + 5t 306 + 5t
h H 214 £ 5# 178 + 4#* 256 + 5#* 70 202 + 5t# 137 £ 5t#* 281 + 51#*
hHL-NAME 215 +5# 215 +5# 215+ 5# - 200 + 5t# 200 + 5t# 200 + 51#
Grupos PAM joévenes PAM adultos
Basal 5 min 120 min Tiempo de Basal 5 min 120 min Tiempo de
estabilizacion estabilizacion
(mmHg) (mmHg)  (mmHg) (min) (mmHg) (mmHg) (mmHg) (min)
EH 86 +2 48 + 4* 62 + 2* 45 70 + 5t 23 + 3t 46 + 21* 90
E H L-NAME 85+2 45 + 2* 105 + 3* 50 71+ 2t 28 + 3t* 65 + 11* 50
hH 61 + 5# 36 £3# 50+ 3#* 50 48 + 11# 25 + 3t* 40 + 41*
h HL-NAME 60 + 3# 24 + 24 65+ 2# 70 47 + 21# 28 + 2* 98 + 21#*

B10. EFECTO HIPOTENSOR DE EXTRACTO
HIDROALCOHOLICO OBTENIDO DESDE SENECIO NUTANS,
PARASTREPHIA QUADRANGULARIS Y XENOPHYLLUM
POPOSUM

F. Muhoz', L. Carvajal', A. Paredes?, G. Morales?, J.L. Vega'
y F. Cifuentes'

'Laboratorio de Fisiologia Experimental (EPhyL); ?Laboratorio de
Quimica Bioldgica, Instituto Antofagasta, Universidad de
Antofagasta, Chile.

Introduccién: Las comunidades Alto-Andinas de la Il region de
Chile utilizan infusiones de Senecio nutans (Sn), Parastrephia qua-
drangularis (Pq) y Xenophyllum poposum (Xp) como plantas medi-
cinales para tratar problemas relacionados con el “mal de altura”,
alteraciones respiratorias, hipertension, entre otros. De los extrac-
tos obtenidos de cada una de ellas, se describen propiedades an-
tioxidantes, miorelajante en anillos de aorta aislada de rata.

Objetivo: Determinar el efecto hipotensor del extracto hidroal-
coholico obtenido de Sn, Pq y Xp en ratas normotensas in vivo.

Métodos: Se determind la presion arterial en ratas Sprague
Dawley (3-5 meses) anestesiadas con Ketamina/Xilacina (3:1), el
primer grupo en ratas anestesiadas, con canulacion carotidea y fe-
moral en el cual se inyectaron los extractos en dosis creciente cada
10 min. En un segundo grupo se determind la presion arterial en
ratas no anestesiadas, con canulacion carotidea previa (12 horas
antes de la medicion) y los extractos fueron administrados durante
4 semanas mediante via gastrica a una dosis de 40 mg/kg peso rata.
En un tercer grupo se determiné la presion arterial en ratas no
anestesiadas, con canulacion carotidea previa (12 horas antes de la
medicion) y los extractos fueron administrados mediante dosis acu-
mulativas via gastrica cada 3 horas. Para la canulacion de la vena
femoral derecha y la arteria cardtida izquierda fueron utilizados
los catéteres PE-10 y PE-50 respectivamente con suero hepariniza-
do (50 Ul/ml). La presion arterial fue registrada mediante un trans-
ductor de presion (TSD120 (BIOPAC System Inc., USA)), acoplado a
un amplificador DA100C y sistema de adquisicion de datos Biopac
(BIOPAC System Inc., USA). Los datos fueron analizados mediante el
software AcgKnowledge 3.9.1.5 para Windows (BIOPAC Systems
Inc.).

Resultados: El tratamiento agudo via femoral en ratas anestesia-
das causoé un efecto hipotensor transiente y dosis dependiente en los

3 extractos estudiados (10, 20 y 40 mg/Kg), el extracto Ha de Sn, Pq
y Xp disminuyeron en un xasi55%, yasi39%y yasi58% respectivamente
a la maxima dosis administrada. Por otra parte, el tratamiento cro-
nico de 4 semanas no modificd los valores de presion diastélica (PD),
presion sistolica (PS) y presion arterial media (PAM). La administra-
cion aguda via gastrica de Snno modifico los valores de presion arte-
rial, sin embargo, el extracto Pq disminuyé la PD en yasi44% y la PS
en xasi23,9% a la maxima dosis utilizada (300 mg/Kg), y Xp redujo
tanto la PD y PS en un yasi54% y yasi30% respectivamente.

Conclusién: La administracion aguda via femoral provoco una
reduccion de la presion arterial con los 3 extractos. ELl tratamiento
cronico no modifico los parametros de la presion arterial de ningln
extracto, y la administracion aguda por via gastrica solo de Paras-
trephia quadrangularis y Xenophyllum poposum provocé un efecto
hipotensor significativo. Estudios de los compuestos vasoactivos
presentes en los extractos estudiados podrian permitir el desarrollo
de nuevos farmacos naturales para el tratamiento de la hiperten-
sion arterial.

Agradecimientos: Fondo de Investigacion para el Desarrollo de
Tesis de Grado de la Universidad de Antofagasta, otorgados a
F. Muhoz.

B11. CAPACIDAD MIORELAJANTE DEL EXTRACTO
HIDROALCOHOLICO DE 3 ESPECIES HERBACEAS
DEL BOSQUE VALDIVIANO CHILENO

D. Rojo', F. Cifuentes', A. Paredes? y F. Romero?

"Laboratorio de Fisiologia Experimental, (EPhyL); ?Laboratorio de
Quimica Bioldgica, Instituto Antofagasta, Universidad de
Antofagasta. 3Laboratorio de Neurociencias, Universidad de La
Frontera, Facultad de Medicina CEBIOR, Temuco, Chile.

Introduccion: Bollén (Kageneckia oblonga (Ko)), Maqui (Aristo-
telia chilensis (Ac)) y Quintral (Tristerix tetrandrus (Tt)) son plan-
tas del sur de Chile las cuales se les atribuyen propiedades medici-
nales. Bollén, se usa principalmente como laxante y vomitivo.
Maqui, el jugo de sus hojas es usado para enfermedades de la gar-
ganta y la infusion de estas han sido utilizadas para tumores, dia-
rrea, como analgésico y febrifugo. Quintral es utilizado para nor-
malizar la irrigacion cerebral, mejorar la memoria y disminuir los
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problemas de jaqueca, también como astringente al igual que el
fruto del maqui.

Objetivo: Determinar el efecto miorrelajante de extracto hi-
droalcoholico de Ko, Ac y Tt utilizando reactividad in vitro en tra-
quea y aorta de rata.

Métodos: El extracto fue preparado de la parte aérea de cada
planta en estudio. Hojas, ramas, floresy frutos fueron recolectados
en la ciudad de Temuco, secadas a la sombra, posteriormente mo-
lidas y remojadas 24 horas en una mezcla 1:1 de etanol-agua. Se
filtra con gasa estéril y sometida a rotavapor giratorio para reducir
el volumen de solvente. Por Gltimo liofilizada y almacenada en re-
frigerador a 4°C hasta su utilizacion. Anillos de aorta y traquea de
rata de 2-3 mm de longitud, mantenidos en camaras de 6rganos
aislado, en solucién Krebs-Ringer a 37 °C, gasificados con 95% O, y
5% CO,. Los cambios de tensién fueron registrados con transductor
de tension isométrico Radnoti XCDR y equipo de adquisicion de da-
tos PowerlLab 8/30. Se realizaron tres curvas con KCl 60mM para
aortas y 80 mM para traqueas por 10 minutos para determinar efi-
ciencia mecanica maxima. Los anillos adrticos y traqueales fueron
precontraidos con FE 10°M y carbacol 10°M, respectivamente.
Cada extracto fue administrado en dosis Unica a los anillos, luego
de alcanzar su tension maxima (xasi15 min).

Resultados: El extracto hidroalcoholico de las tres especies es-
tudiadas producen un claro efecto relajante concentracion depen-
diente en anillos adrticos precontraidos con FE 10*M. Ko a concen-
tracion Unica de 1.000 pg/mL generd una relajacion de 65% en
anillos adrticos intactos y de 20% en anillos aérticos sin endotelio.
Por otro lado Ac a una concentracion de 1.000 pg/mL también ge-
nero6 relajacion, de un xasi50% en aorta intacta. Interesantemente,
Tta 500 pg/mL produjo un claro efecto relajante dependiente de la
dosis con un maximo de yasi80% en anillos intactos, en cambio los
anillos aorticos sin endotelio solo presentaron relajacion a partir de
1.000pg/mL. La preincubacion de los anillos con L-NAME 10“M y
0DQ 10*M, inhibidores de eNOS y de la Guanilil ciclasa soluble res-
pectivamente bloquearon totalmente el efecto miorrelajante de
todos los extractos. Con relacion a los 3 extractos estudiados el
efecto broncodilatador sélo fue evidente a partir de los 1.000 pg/
mL, con valores cercanos al 30%. Al utilizar concentraciones finales
de 2.000 pg/ml los extractos produjeron una broncodilatacion cer-
cana al 60%.

Conclusiones: Los extractos estudiados presentan un claro efec-
to vasorelajante dosis dependiente. La remocion mecanica del en-
dotelio o la inhibicion farmacoldgica de la eNOS y Guanilil ciclasa
producen una abolicion del efecto vasorelajante. En traquea las
concentraciones efectivas que producen broncodilatacion se en-
cuentra en rangos superiores a los 1.000 pg/mL.

B12. EFECTO DE EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE
SENECIO NUTANS, PARASTREPHIA QUADRANGULARIS
Y XENOPHYLLUM POPOSUM SOBRE AUTOMATISMO Y
CONTRACTILIDAD CARDIACA EN RATA

L. Carvajal', F. Muhoz', A. Paredes?, G. Morales?, J.L. Vega',
M. Boric?, A. Vielma®y F. Cifuentes'

'Laboratorio de Fisiologia Experimental (EPhyL), Instituto
Antofagasta; *Laboratorio de Quimica Bioldgica, Universidad de
Antofagasta, Antofagasta, Chile.’Departamento de Fisiologia,
Pontificia Universidad Catolica de Chile, Santiago, Chile.

Introduccion: Las comunidades precordilleranas de la Il region
de Chile utilizan Senecio nutans (Sn), Parastrephia quadrangularis
(Pq) y Xenophyllum poposum (Xp) conocidas como “Chachacoma”,
“Tola” y “Popusa” respectivamente, para el tratamiento de distin-
tas afecciones tales como: mal de altura, problemas respiratorios,
e hipertension, entre otros. Por esto es que resulta de gran interés
estudiar los efectos de estas plantas sobre automatismo y contrac-

tilidad cardiaca en un modelo de corazon aislado en condiciones
controladas y sin influencias neurohumorales.

Objetivo: Estudiar el efecto de cada extracto hidroalcohdlico
sobre inotropismo y automatismo cardiaco y sobre la contractilidad
del masculo papilar.

Métodos: Para evaluar el inotropismo cardiaco, se utilizaron ra-
tas Sprague-Dawley (3 meses) las cuales fueron anestesiadas con
ketamina/xilacina (3:1). Posteriormente el corazén fue aislado y
perfundido con solucién Krebs-Henseleit gasificado con 95% 0,-5%
CO, y mantenido a 37 °C. El extracto de cada planta se prepar6 en
solucién Krebs-Henseleit y perfundido a un flujo de 10 ml/min du-
rante 5 minutos. Todos los experimentos se realizaron a una fre-
cuencia cardiaca constante de 360 latidos por minuto mediante un
marcapasos externo. Para evaluar automatismo cardiaco y contrac-
tilidad in vitro, se aislaron auricula derecha y musculo papilar los
cuales fueron mantenidos en solucion Krebs-Ringer a 37 °C, y gasi-
ficados con 95% O, y 5% CO,.

Resultados: Se demostré que la perfusion con 100 pg/ml de ex-
tracto Sn, Pq y Xp inducen una disminucion de la contractilidad
cardiaca, lo que se evidencioé como una baja de la presion intraven-
tricular izquierda PIV_ (48%, 34% y 24% respectivamente), dP/dt .
(36%, 30% y 18%) y presion coronaria (1%, 21%y 10%). Los extractos
de Pg y Sn presentaron un efecto inotropico negativo importante
no asi el extracto de Xp es por esto que su estudio en automatismo
y contractilidad in vitro no fue realizado. En auricula aislada a 900
pg/mL del extracto de Sn induce una reduccion de la frecuencia
cardiaca (yasi34%). Por el contrario, a la misma concentracion del
extracto de Pq induce un leve aumento (xasi3%). En mlsculo papi-
lar a 1.000 pg/mL de Sn caus6 una disminucion de la contractilidad
(49%) y a igual concentracion del extracto de Pq causé un aumento
(xasi43%) todos estos efectos descritos son dosis dependientes.

Conclusiones: Las infusiones de las plantas evaluadas poseen
moléculas con efectos cardiacos importantes. Identificar aquellas
moléculas y describir sus mecanismos podrian permitir el desarro-
llo de nuevos farmacos.

Esta investigacion fue realizada con aportes del Fondo de Inves-
tigacion para el Desarrollo de Tesis de Grado de la Universidad de
Antofagasta, otorgados a L. Carvajal.

B13. ACTIVIDAD BIOLOGICA SOBRE MUSCULQ LISO DE
RATA DE TRES EXTRACTOS OBTENIDOS DE CASCARA
DE LIMON DE PICA (CITRUS AURANTIFOLIA [CHRISTM]
SWINGLE ECOTIPO PICA)

P. Pinol, G. Garrido y F. Cifuentes

Laboratorio de Fisiologia Experimental (EPhyL), Instituto
Antofagasta, Universidad de Antofagasta. Departamento de
Ciencias Farmacéuticas, Universidad Catélica del Norte, Angamos,
Chile.

Introduccién: Los problemas economicos y ecologicos causados
por los residuos generados por la agricultura y la industria alimen-
taria podrian ser minimizados utilizando éstos para obtener pro-
ductos de alto valor agregado. Existen reportes de la presencia de
polifenoles en estos residuos y de su actividad cardiovascular. Esta
actividad dependera de la técnica de extraccion utilizada. Recien-
temente, se ha conocido de la aplicacion de técnicas no convencio-
nales de extraccion (TNCE), tales como microonda (MW) o ultraso-
nido (US), con las que se obtienen altos rendimientos de polifenoles.
En el norte de Chile existe gran demanda del limon de Pica, por lo
que el aprovechamiento de residuos de este fruto, con alto conte-
nido de polifenoles, es de considerable interés.

Objetivo: Estudiar la actividad dilatadora sobre la musculatura
lisa de rata de extractos de cascara de limon de Pica, obtenidos por
TNCE y evaluar las eventuales diferencias de sus efectos dilatado-
res.
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Métodos: Se utilizaron anillos de traquea intactos y de arteria
aorta, con y sin endotelio, de ratas Sprague-Dawley, mediante la
técnica de reactividad vascular y traqueal in vitro. El sistema uti-
lizado estuvo integrado por: ocho bafos para drganos aislados
Radnoti, transductores de tension isométricos Radnoti XCDR
159901A, sistema de adquisicion de datos PowerLab 8/30 y soft-
ware de interpretacion de datos Lab Chart 7 Pro ADI Instruments.
Anillos de aorta toracica y de traquea de 3-4 mm de longitud,
fueron mantenidos en solucion Ringer Krebs, a 37°C, gasificados
con 95% 0, y 5% CO,. La remocion del endotelio se realizé6 meca-
nicamente con algoddn y su ausencia se comprob6 relajando con
acetilcolina 10 M al final de cada experimento. Los anillos aorti-
cos o traqueales fueron pre-contraidos con 1 pM de fenilefrina o
carbacol, respectivamente. La respuesta miorrelajante se estudié
agregando dosis crecientes (0,001-3 mg/ml) de los extractos ob-
tenidos por maceracion (MA) y extracciones asistidas por MW y US
(metanol-agua, 8:2).

Resultados: Todos los extractos mostraron efecto relajante tan-
to en aorta como en traquea de rata. La vaso relajacion observada
para una concentracion de 1,5 mg/ml fue: 30% (EC,, 1.967 + 1.224
pg/ml) para MW, 52% (EC,; 958 + 235 ug/ml) para MA, y 65% (EC,,
679 £ 196 pg/ml) para US. La sensibilidad del tejido no fue diferen-
te para las metodologias utilizadas en la preparacion del extracto.
La ausencia del endotelio no afectd a la respuesta vascular. En
traquea el efecto maximo relajante se logré con 500 pg/ml del
extracto US (EC,; 253 + 36 pg/ml), mientras que con las otras dos
metodologias la relajacion completa se logré con concentraciones
mayores a 3.000 pg/ml: MA (EC,, 495 + 69 ug/ml) y MW (EC,, 455 +
79 pg/ml). La sensibilidad del tejido traqueal al extracto obtenido
por el método US fue mayor que en los otros dos métodos.

Conclusiones: Estos resultados permiten respaldar la idea del
uso etnomédico que se le atribuye a la cascara de limon de Pica. El
extracto obtenido por el método US presenté mejor capacidad re-
lajante tanto en aorta como en traquea. En la aorta el efecto vaso-
rrelajante es independiente del endotelio, probablemente el efec-
to sea directamente sobre el musculo liso vascular debido a
polifenoles presentes en el extracto.

Agradecimientos: Proyecto Fondecyt 1130601- Chile.

B14. EFECTO VASODILATADOR DE EXTRACTOS
HIDROALCOHOLICOS DE SEMILLAY HOJA DE PERSEA
AMERICANA VAR. HASS (PALTA HASS)

N. Conley"?, G. Garrido', P. Pozo' y F. Cifuentes?

Laboratorio de Productos Naturales, Universidad Catélica
del Norte. ?Laboratorio de Fisiologia Experimental, Instituto
Antofagasta, Universidad de Antofagasta, Chile.

Introduccién: Conocida es la capacidad broncodilatadora que
posee la hoja del arbol de la palta Hass, ya que su uso en la medi-
cina naturista de nuestro pais ha ido en aumento junto con el auge
de los medicamentos a base de principios activos de productos na-
turales. Es por esto que surge la idea de probar dicho extracto de
hoja en otros 6rganos, como la arteria aorta, en busca de diferen-
tes propiedades, y ademas comprobar si el fruto de Persea ameri-
can var. Hass tiene las mismas o mejores caracteristicas medicina-
les que la hoja.

Objetivo: Determinar la actividad vasodilatadora de los extrac-
tos hidroalcohdlicos (etanol 70%) de hoja y semilla de palta Hass
obtenidos por medio de maceracion por saturacion.

Métodos: Se midi6 dicha actividad de manera in vitro mediante
la técnica de reactividad vascular por medio de transductores de
tension isométricos Radnoti XCDR conectados al modulo de adqui-
sicion de datos PowerlLab 8/30y al software de interpretacion de
datos Lab Chart 7 Pro ADI Instruments. Para esto fueron utilizados
anillos de arteria aorta con y sin endotelio de ratas Sprague-Dawley

de entre 3 y 5 meses, de 3-4 mm de longitud, los que se mantuvie-
ron en una solucion Ringer Krebs a 37,4 °C dentro de camaras de
organo aislado, los que ademas fueron oxigenados con 95% O, y 5%
CO,. En los experimentos realizados con arterias sin endotelio éste
fue removido de manera mecanica por medio de un hisopo de algo-
don, el que fue introducido en los anillos y luego girado para ex-
traer el endotelio y para comprobar su ausencia los anillos fueron
relajados con acetilcolina 10 M al final del experimento. Los ex-
tractos fueron agregados en dosis acumulativas en anillos pre-con-
traidos con fenilefrina (FE) 10 M.

Resultados: Se observé que a concentraciones crecientes (0,1-1-
10-100-1.000 pg/mL), el efecto maximo fue a la concentracion de
100 pg/mL para ambos extractos en aortas intactas: con semilla
(E, .. 90,792%; EC,, 23,970 pg/mL) y hoja (E__ 90,701%; EC,, 30,110
pg/mL). En aortas sin endotelio el extracto de semilla no tiene un
efecto relajante importante a 100 ug/mL (E__ 10,313%; EC,, 100,10
pg/mL), sin embargo, el extracto hidroalcohdlico de la hoja si pre-
senta una actividad relevante, pero con porcentajes de relajacion
menores a los resultados obtenidos en aortas con endotelio (E_, de
68,830% y un EC_, de 235,6 pg/mL para 1.000 pg/mL).

Conclusiones: El extracto de hoja de Persea americana var. Hass
podria considerarse como una alternativa importante al tratamien-
to alternativo de la HTA (hipertension arterial) en humanos. Se
sabe que en esta enfermedad presenta una disfuncion del endote-
lio, razon por la que una sustancia que sea capaz de relajar direc-
tamente el mUsculo liso vascularnos motiva a realizar nuevos estu-
dios.

Agradecimientos: Proyecto Fondecyt 1130601.

B15. INTERACCION ENTRE OXIDO NiTRICO Y DEPURACION
DE SODIO EN DOS MODELOS DE HTA

A. Navarro, H. Chaban, S. Llicas, S. Karbiner, R. Marafnon,
C. Joo Turoni y M. Peral de Bruno

Departamento Biomédico-Or Fisiologia, Facultad de Medicina-
UNT, INSIBO-CONICET, Tucumdn.

Introduccion: En ratas, el L-NAME (RL) produce un modelo de
hipertension arterial (HTA) por inhibicion crénica de dxido nitrico
(NO), y la DOCA asociada a ingesta de NaCl (DOCA-sal: RD) produce
HTA volumen-dependiente. EL NO presenta efectos vasorelajantes y
natriuréticos. En rifion, se demostrd una produccion de NO por ac-
tivacion de NO sintasa neuronal (nNOS). Los mecanismos fisiopato-
logicos que desencadenan y mantienen HTA en ambos modelos no
estan claros.

Objetivo: Evaluar la interaccion entre el NO renal y vascular y la
depuracion de sodio (Na) en los modelos de HTA: RLy RD.

Métodos: A ratas Sprague Dawley jovenes se les administro L-
NAME (50 mg/100 ml) en agua de bebida por 40-50 dias (RL) o DOCA
(12,5 mg/Kg c/2 dias) y 1,5% de NaCl en el agua de bebida por 40-
50 dias (RD). Se midi6 presion arterial media (PAM). Se determind
Na plasmatico y urinario por fotometria de llama. Se midio nitritos
en aorta toracica (no raspada y raspada), rifion (corteza y medula)
y orina por reaccion de Griess. Se midié clearence de creatinina,
Na y agua libre. Se realizd tincion con anticuerpos anti-nNOS en
cortes de rifidn. Se compararon los resultados con ratas controles
(RC).

Resultados: La PAM se elevo en RL (192 + 9 mmHg; n = 9) y RD
(148 + 6 mmHg; n = 9) respecto a RC (p < 0,01 y p < 0,05 respec-
tivamente). En RC los niveles de Na plasmaticos fueron 137,8 +
2 mEq/L (n =9) y se elevaron en RL (148 + 5 mEq/L; p < 0,05) y
RD (147 + 3 mEq/L; p < 0,05). El clearence de Na se elevo en RD
(p < 0,03) y no se modificd en RL (p:NS) respecto a RC. El clea-
rence de creatinina no se modifico en RL y RD. El clearence de
agua libre se increment6 en las RD (p < 0,01) y no se modifico en
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RL (p: NS) respecto a RC. En aortas de RC los niveles de nitritos
fueron 6.928 + 578 pmol/mg de tejido; n = 9. Estos valores dis-
minuyeron en RD (5.306 + 399 pmol/mg de tejido; n = 6; p <
0,05) y en RL (3.728 + 317 pmol/mg de tejido; n = 6; p < 0,001
vs RCy p < 0,05 vs RD). Las maniobras de raspado disminuyeron
los nitritos sdlo en RC (p < 0,001) y RD (p < 0,05). En corteza y
médula renal, las RL presentaron menores niveles de nitritos (p
< 0,001), mientras que éstos se incrementaron en RD (p < 0,05).
Los nitritos urinarios solo disminuyeron en RL (p < 0,05) respecto
a RC. Las RC presentaron tincion con anti-nNOS principalmente
en tubulos renales (21,3% del area). Las RL presentaron similares
valores (21,7 + 3.1%; p: NS) y las RD aumentaron el area tefnida
(41,1 £ 4,6%; p < 0,01).

Conclusiones: En este trabajo encontramos que las RD elevan
menos la presion arterial que las RL. Si bien los niveles de NO vas-
cular se encuentran disminuidos en ambos modelos, sélo las RD
incrementan los niveles de NO renal con valores aln mayores que
las RC, este hecho junto a la observacion de una mayor area de
tincion de nNOS en tubulos renales y un mayor clearence de Na y
de agua libre en RD indicarian un efecto natriurético contrabalan-
ceador del NO renal, mecanismo que estaria presente cuando hay
una funcién renal conservada.

B16. EFECTO DE LA INSULINA SOBRE LA REACTIVIDAD
VASCULAR EN UN MODELO DE SINDROME METABOLICO
INDUCIDO POR “DIETA DE CAFETERIA”

S. Llicas, C. Joo Turoni, A. Navarro, H. Chaban, S. Karbiner,
R. Marafion, C. Alonso y M. Peral de Bruno

Departamento Biomédico-Or Fisiologia, Facultad de Medicina-
UNT, INSIBO-CONICET, Tucumadn.

Introduccioén: In vitro se ha demostrado que la insulina, en pre-
sencia de endotelio funcionante produce vasodilatacion por libera-
cion de oxido nitrico (NO), sin embargo este efecto no ha sido bien
estudiado en la hipertension arterial (HTA) asociada al sindrome
metabdlico (SM). El modelo de ratas alimentadas exclusivamente
con dieta de cafeteria (CafR) se ha propuesto para estudiar el SMy
la resistencia a la insulina.

Objetivo: Evaluar el rol de la insulina sobre el tono basal (TB)
arterial y la reactividad vascular en aortas aisladas de CafR.

Métodos: Ratas Wistar de 6 meses de edad se alimentaron 24
semanas con dieta de cafeteria (CafR). Se registraron peso, ingesta
de agua y alimento. Al finalizar se midi6 presion arterial media
(PAM), glucemia, insulinemia, indice de HOMA, lipidograma, tole-
rancia a sobrecarga de glucosa (TSG). Después del sacrificio en ani-
llos de aorta toracica se evalud TB como respuesta a nitroprusiato
de sodio (SNP 10-°M) y Krebs sin calcio + EGTA (0 Ca*), reactividad
a noradrenalina (NE 10-10“M), a KCl 100 mM y funcion endotelial
(% de respuesta a acetilcolina: Ach sobre precontractura a NE 10°
’M). Se evalud respuesta a insulina exdgena sobre la reactividad
vascular. Se calculd nitritos por reaccion de Griess. Se compard con
ratas controles (RC)

Resultados: Las CafR presentaron mayor peso corporal (RC: 223
+ 8 g vs CafR: 245 + 5; p < 0,05), PAM (RC: 109 + 1 mmHg; n =7 vs
CafR: 138 + 6; n = 7; p < 0,001), colesterol total y triglicéridos y
menores valores de HDL con TSG y HOMA (RC: 2 + 0,5; n = 7 vs CafR:
11 +1; n=7; p <0,001) alterados. Los anillos aérticos de CafR
presentaron mayor TB: La respuesta a SNP fue -41 £+ 15 mg; n=7 en
RC vs -786 + 216 mg; n = 6 en CafR (p < 0,01) y a 0 Ca++ fue -154 +
83 mg en CafR (p < 0,03). Las CafR presentaron menor reactividad
a NE (RC Rmax: 2.466 + 216 mg; n = 7 vs CafR: 1.240 + 340 mg; n =
7; p < 0,05) y a KCL (p < 0,05). La respuesta a Ach fue -38,8 + 8,8%
enRC; n=7y-11,2 +4,3% en CafR; n=7 (p < 0,03). Las RC presen-
taron mayores nitritos (RC: 10.269 + 488 pmol/mg tejido; n = 7 vs

CafR: 1.843 + 350; n = 7; p < 0,001). Solo en RC la insulina exdgena
tuvo efecto vasorelajante a una precontractura a NE (RC: -20 + 7%;
n=7vsCafR: 0,5+ 1,3%; n=7; p<0,01). Solo en CafR la preincu-
bacion con insulina disminuy6 el TB (-197 + 51 mg; p < 0,001) sin
modificar la hiporeactividad a NE.

Conclusiones: La dieta de cafeteria produce un aumento de
las cifras tensionales, dislipemia e insulinoresistencia. Los va-
sos presentaron una reactividad alterada evidenciada por dis-
funcion endotelial e hiporectividad a constrictores exogenos.
Estas observaciones apoyan la hipotesis de un TB incrementado,
consistente con respuesta a SNP, o Ca** e insulina exdégena aso-
ciada a un incremento de presion arterial. Sin embargo la hipo-
reactividad a NE podria involucrar también aumento de la acti-
vidad simpatica endoégena, como fue previamente reportado en
modelos de CafR. El hecho que solo en RC la insulina exdgena
relaje la precontractura y disminuya la reactividad a NE indica-
ria que la resistencia a la insulina generada en este modelo
afectaria la capacidad de esta hormona de liberar NO a partir
del endotelio.

B17. LA ANGIOTENSINA-(1-7) ESTIMULA LA
TRANSLOCACION DEL RECEPTOR MAS AL NUCLEO
CELULAR EN NEURONAS DE RATAS ESPONTANEAMENTE
HIPERTENSAS

M. Cerniello, N. Longo Carbajosa, A. Costa y M. Gironacci

IQUIFIB, Departamento de Quimica Bioldgica, Facultad de
Farmacia y Bioquimica, UBA.

Introduccion: El clasico eje presor del sistema renina angioten-
sina (SRA) constituido por la enzima convertidora de angiotensina
(ECA) 1, la angiotensina (Ang) Il y el receptor (R) AT1 se encuentra
contrabalanceado en situaciones fisiologicas por el eje depresor:
ECA 2/ Ang-(1-7)/ R Mas. En la hipertension arterial existe una so-
breactivacion del eje presor en detrimento del eje depresor lo que
conduce a un desequilibrio entre los dos brazos del SRA. Esta me-
nor actividad del eje depresor podria estar dada por una regulacion
diferencial del R Mas en la hipertension arterial. Para evaluar esta
hipdtesis, en el presente trabajo se estudio la expresion y el trafico
del R Mas a nivel central en un modelo animal de hipertension ar-
terial.

Métodos: Se obtuvieron cultivos primarios de neuronas de hi-
potalamo y tallo cerebral de ratas espontaneamente hipertensas
(SHR) y de ratas normotensas (WKY) de 1-4 dias. Las neuronas asi
obtenidas se utilizaron para evaluar la expresion del R Mas, por
western blot y por cuantificacion de la inmunofluorescencia uti-
lizando el software Image Pro Plus, y para ensayos de colocaliza-
cion. Para esto Gltimo, las células fueron incubadas con Ang-(1-
7) (1 M) durante 15 o 30 min a 37 °C. Un grupo de células fueron
preincubadas 45 min a 37 °C con una sonda fluorescente marca-
dora de lisosomas (Lysotracker). Luego, las neuronas fueron fija-
das con paraformaldehido 4% y metanol. Se determinoé el direc-
cionamiento del R Mas a lisosomas o al nucleo celular por
colocalizacion de este con Lysotracker o Hoechst, respectiva-
mente, utilizando microscopia confocal. La colocalizacion en
cada caso fue evaluada calculando los coeficientes de Manders
(colocalizacion positiva con coeficientes de Manders mayores a
0,6).

Resultados: La intensidad de fluorescencia para el R Mas fue
55,1 + 14,7% mayor en las neuronas de hipotalamo y tallo cere-
bral de SHR respecto de su control (p < 0,05, n = 5). En concor-
dancia, la expresion del mismo, cuantificada por western blot,
se encontro aumentada en neuronas de hipotalamo y tallo cere-
bral de SHR con respecto a WKY. En condiciones basales (sin es-
timulo con Ang-(1-7)), no se observéd colocalizacion del R Mas
con el nicleo o con los lisosomas. Luego de estimular las células
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con Ang-(1-7) durante 15 y 30 min no se observo colocalizacion
del R Mas con los lisosomas tanto en neuronas obtenidas de hi-
potalamo y tallo cerebral de WKY como de SHR. Sin embargo,
luego de un estimulo de 30 min con Ang-(1-7) se observé coloca-
lizacion del R Mas con el nucleo celular en las neuronas de SHR
(coeficiente de Manders 0,68 + 0,015, n = 11). Por el contrario,
en las neuronas obtenidas de hipotalamo y tallo cerebral de WKY
no se observé colocalizacion del R Mas con el nucleo a los tiem-
pos ensayados.

Conclusiones: ELl R Mas presenta una regulacion diferencial en
cuanto a su trafico: es direccionado hacia el nucleo en las neuronas
de hipotalamo y tallo cerebral de SHR mientras que en las normo-
tensas no. Aun resta esclarecer esta regulacion diferencial y eva-
luar si contribuiria en parte al estado hipertensivo de este modelo
animal.

B18. EFECTO DE LA DESHIDRATACION Y DEL SISTEMA
DEL OXIDO NiTRICO SOBRE LA ACUAPORINA-1 CARDIACA
DURANTE EL CRECIMIENTO POSNATAL

V. Netti, A. lovane, L. Alencastro, F. Ochoa, E. Zotta,
A. Fellet y A.M. Balaszczuk

Cdtedra de Fisiologia, Facultad de Farmacia y Bioquimica,
Universidad de Buenos Aires, IQUIMEFA-CONICET.

Objetivo: Previamente demostramos que los cambios en la abun-
dancia y localizacion de la acuaporina-1 (AQP1) cardiaca durante el
estrés osmotico in vivo dependen de la etapa postnatal estudiada.
Nuestro objetivo fue estudiar si durante el crecimiento, el NO re-
gula la abundancia y localizacion de la AQP1 cardiaca ante un esta-
do hipovolémico por deshidratacion.

Métodos: Ratas macho Sprague-Dawley de 25 y 50 dias de vida
fueron divididas en (n = 8): R: restriccion de agua durante 72h; C:
agua ad libitum por 72h; RL: infusion de un inhibidor de la NO sin-
tasa (NOS) L-NAME (4 mg/kg.dia, dosis no presora) mediante bom-
bitas osmoticas ALZET + restriccion de agua por 72h; CL: L-NAME
(4 mg/kg.dia) + agua ad libitum 72h. Se determinaron: hematocri-
to, peso corporal, presion arterial sistolica, actividad de la NOS y
los niveles proteicos (Western Blot) y localizacion (inmunohistoqui-
mica) de AQP1 en el ventriculo izquierdo.

Resultados: En animales de 25 dias, la actividad de NOS se in-
crementd en respuesta a la restriccion de agua, mientras que en
animales de 50 dias, no se observaron diferencias. El tratamiento
con L-NAME fue eficaz para disminuir la actividad de la NOS en CL
y RL en comparacion con sus respectivos grupos controles. Los
niveles proteicos de AQP1 fueron mayores en animales del grupo
C25 en comparacion con los animales controles de 50 dias. En
ambos grupos, la AQP1 se localizé principalmente en el endotelio
de los vasos cardiacos y endocardio. En respuesta a la restriccion
de agua, solo los animales del grupo R50 mostraron un aumento
de este canal de agua, asociado a la aparicion de esta proteina en
la membrana. El tratamiento con L-NAME no modificé los niveles
proteicos de AQP1 en los grupos CL y RL de 25 dias. Ademas, el
grupo RL25 mostro la localizacion de esta proteina en el sarcole-
ma. En cambio, los animales del grupo CL50 mostraron un descen-

so en los niveles de AQP1 sin modificar la localizacion de dicho
canal. En el grupo RL50 se observo un aumento de los niveles
proteicos de AQP1 asociado con una mayor marcacion en la mem-
brana plasmatica.

Conclusiones: Los cambios en el sistema del NO y la abundancia
y localizacion de la AQP1 durante el estrés osmotico dependen de
la edad postnatal estudiada. El sistema del NO estaria involucrado
no so6lo en la modulacion de la abundancia de la AQP1 cardiaca en
las etapas mas tardias del crecimiento, sino que también afectaria
la localizacion de estos canales durante un estado hipovolémico
inducido por estrés osmotico in vivo.

B19. HIPERTENSION ARTERIAL Y REMODELADO
VASCULAR: EFECTOS BENEFICIOSOS DEL TRATAMIENTO
CRONICO CON PEPTIDO NATRIURETICO TIPO C

C. Caniffi, L. Sueiro, F. Mufoz, G. Bouchet, M. Romero,
M. Cerniello, A. Reyes, E. Barrionuevo, C. Arranz y M.A. Costa

Cdtedra de Fisiologia, Facultad de Farmacia y Bioquimica,
IQUIMEFA-CONICET, Universidad de Buenos Aires.

Introduccion: El péptido natriurético tipo C (CNP) y el 6xido ni-
trico (NO) poseen efectos sobre el endotelio y el musculo liso vas-
cular siendo dos importantes factores involucrados en la regulacion
de la presion arterial y la homeostasis cardiovascular. En estudios
previos mostramos que la infusion aguda de CNP induce un aumen-
to de la actividad de la isoforma endotelial de la NO sintasa (NOS)
vascular en ratas normotensas y espontaneamente hipertensas
(SHR).

Objetivo: Estudiar los efectos de la administracion créonica de
CNP sobre el sistema del NO y la morfologia vascular en ratas SHR
jovenes adultas.

Métodos: Ratas macho Wistar normotensas (W) y SHR de 12 se-
manas de edad recibieron infusion de CNP (0,75 pg/hora) o solucion
fisiologica (SF, NaCl 0,9% p/v) mediante bombas osmoticas subcuta-
neas (Alzet) durante 14 dias obteniendo cuatro grupos experimen-
tales: W-SF, W-CNP, SHR-SF y SHR-CNP. Al finalizar el tratamiento,
se midio la presion arterial sistolica por el método de tail-cuff (PAS,
mmHg). Posteriormente los animales fueron sacrificados por deca-
pitacion y se extrajo la arteria aorta para determinar: la actividad
de la NOS (pmol [U™C]L-citrulina/g tejido.min) utilizando [U™C]L-
arginina como sustrato. Ademas se evalu6 el espesor de la capa
media (um), y su relacion con el diametro (um) de la luz (media/
luz) en cortes tefidos con hematoxilina-eosina, la densidad de
elastina (nimero de fibras/espesor, pm') mediante la tincion de
Verhoeff - Van Gieson, y los signos de fibrosis vascular mediante
Picrosirius red (area tefiida/area total) y la expresion de TGF-$ por
inmunohistoquimica (area tefnida/area total,%). Analisis estadisti-
co: ANOVA dos factores, postest Bonferroni.

Resultados: Los resultados se expresan como media + ESM, n = 6
ratas/grupo. En la tabla se observa el CNP aumenta la actividad de
la NOS en Wistar y SHR, sin embargo dicho incremento fue menor
en los animales hipertensos (AW, =104 = 6; ASHR[ch-sr} =84+
5% *p < 0,01 vs AW).

Conclusiones: El tratamiento crénico con CNP disminuye la pre-
sion arterial sistdlica, aumenta la actividad de la NOS en la arteria

[CNP-SF]

Tabla B18.

C25 CL25 R25 RL25 C50 CL50 R50 RL50
Peso corporal (g) 85+ 10 90 +7 56 + 6* 57 + 6* 248 £ 111 237 +12 176 + 11* 189 + 6*
Hematocrito (%) 42 +2 43 +2 55 + 3* 54 + 2* 48 + 2t 48 + 3 62 + 2* 61 + 3*
Presion arterial sistolica (mmHg) 100 + 5 99 + 4 127 + 8 123 £+ 9* 118 + 2 120+ 5 137 + 4* 152 + 7*

Resultados se expresan como media + DE. *p < 0,05 vs C25; p < 0,05 vs 25 dias.
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Tabla B19.
W-SF W-CNP SHR-SF SHR-CNP
PAS 121+ 3 120+ 5 178 + 3* 159 + 5t
NOS 85+6 189 + 2* 125 + 8* 209 + 51
Espesor media 66,8 + 9,0 68,3 + 2,1 104,9 + 10,2* 76,2 + 4,0t
Media/luz 0,035 + 0,009 0,037 + 0,006 0,068 + 0,011* 0,043 + 0,007
Densidad de elastina 0,12 + 0,02 0,15 + 0,01 0,07 + 0,01* 0,12 + 0,01t
Picrosirius red 0,10 + 0,04 0,08 + 0,02 0,34 + 0,01* 0,19 + 0,03t
TGF-f 1,82 + 0,64 1,56 + 0,47 6,07 + 1,52* 2,51 + 0,44t

*p < 0,01 vs W-SF; tp < 0,01 vs SHR-SF.

aorta e induce cambios sobre el remodelado vascular, disminuyen-
do el espesor de la capa media, aumentando la densidad de elasti-
na y disminuyendo los signos de fibrosis, que podrian resultar bene-
ficiosos en este modelo de hipertension arterial.

B20. LA DEHIDROEPIANDROSTERONA (DHEA) PREVIENE
LA HIPERTENSION ARTERIAL EN RATAS CON SINDROME
METABOLICO

Y. Santander, S. Gorzalczany, F. Guzman Arrausi, C. Taira,
A.M. Puyd y A. Carranza

Catedras de Farmacologia y Anatomia Humana e Histologia,
Facultad de Farmacia y Bioquimica, Universidad de Buenos Aires.

La administracion oral de fructosa (F) provoca en la rata ma-
cho efectos adversos metabolicos y cardiovasculares semejantes
al sindrome metabdlico: hipertrigliceridemia, hipertension mo-
derada, resistencia a la insulina, hiperglucemia y aumento del
tejido graso. La dehidroepiandrosterona (DHEA) y su metabolito
sulfatado son los esteroides adrenales mas abundantes en circu-
lacion, que luego son convertidos en andrégenos y estrogenos en
tejidos periféricos. Debido a que los niveles circulantes de DHEA
disminuyen al 20% de sus valores maximos alrededor de los 70
anos, se ha postulado que esta importante disminucion podria
estar relacionada con la patogénesis de enfermedades relacio-
nadas con el envejecimiento como la hipertension y la diabetes
tipo 2. El objetivo del presente trabajo fue testear si el trata-
miento con DHEA previene la hipertension inducida a ratas por
sobrecarga oral de fructosa. Se utilizaron ratas macho Spregue-
Dawley de 250 g, que fueron divididas en 4 grupos durante
9 semanas: Control (C, n = 6), Fructosa (F, n = 6) (10% p/v en el
agua), DHEA (D, n = 6) (DHEA 15 mg/kg/dia, sc) y fructosa mas
DHEA (F+D, n = 6) (ambos tratamientos). La presion arterial sis-
tolica (PAS) se midio por método indirecto, glucemia vy trigliceri-
demia (TG) por kits comerciales. Los efectos vasodilatadores
agudos de insulina y DHEA se evaluaron en las aortas toracicas
de los animales controles y tratados con fructosa precontraidas
con epinefrina. El tratamiento con fructosa aumentd la PAS
(mmHg, C: 115 + 2 vs F: 128 + 3, p < 0,001), en tanto que el
tratamiento cronico con DHEA redujo la presion en el grupo F+D
respecto de F (122 + 1 vs F, p < 0,02), sin modificarla en D (118
+ 3 vs C). Los anillos de aorta del grupo fructosa contraidos con
adrenalina no presentaron una dilatacion significativa en pre-
sencia de insulina con respecto al grupo control. En cambio la
incubacion con DHEA produjo una vasodilatacion semejante en
los anillos de los animales controles y tratados con fructosa. ELl
efecto vasodilatador de la DHEA no fue modificado por la prein-
cubacion con indometacina. En cambio, la preincubacion con L-
NAME eliminé la respuesta vasodilatadora de la DHEA en ambos
grupos experimentales. Mediante ensayos de Western blot se
comprobé que la via de sefalizacion utilizada por la DHEA invo-
lucra la fosforilacion de las proteinas AKT (PKB) y sintasa de

oxido nitrico (eNOS) para la liberacion de o6xido nitrico a nivel
endotelial. Estos resultados sugieren que el tratamiento con
DHEA protege contra las alteraciones hemodinamicas que se de-
sarrollan en un modelo experimental de sindrome metabdlico y
proponen que el principal mediador involucrado en los efectos
vasodilatadores agudos de la DHEA es el 6xido nitrico a nivel del
endotelio vascular.

B21. EL LOSARTAN RETARDA EL ENVEJECIMIENTO RENAL
INHIBIENDO EL ESTRES OXIDATIVO INDUCIDO
POR ANGIOTENSINA Il (ANG II)

J.X. Masjoan-Juncos, G. Bordoch, P. Dibo, J. Juncos y L.I. Juncos
Fundacién J. Robert Cade.

Introduccion: El envejecimiento es un proceso inherente a
todo organismo vivo que se asocia con deterioro vital y funcional.
En tal fenomeno, el stress oxidativo juega un rol central. En el
rifndn, la Ang Il puede iniciar una cadena de sefalizacion que au-
menta el estrés oxidativo. En particular, el asa de Henle, por su
intensa actividad en el transporte de solutos, mantiene un reque-
rimiento energético con alto consumo de oxigeno y esta mas ex-
puesta a los efectos del stress oxidativo. Dado que el losartan, un
antagonista del receptor AT1 de la Ang Il, inhibe la sintesis de
superoxidos, evaluamos la hipotesis de que losartan retarda el
proceso de envejecimiento en el asa ascendente de Henle, dismi-
nuyendo el stress oxidativo, independientemente de la presion
arterial (PA).

Métodos: Se estudiaron 5 grupos de ratas Wistar machos: (G1)
5 semanas (sem) (joven), (G2) 15 sem (control viejo), (G3) 15
sem + Tempol en cirugia, (G4) 15 sem + tratamiento con tem-
pol/10 dias previos a cirugia, (G5)1 5 sem + losartan/10 sem. Se
midio PA por cola en los grupos control y losartan. La viabilidad
tubular se evalué mediante microscopia 6ptica con azul de tri-
pano (tincion que valora estabilidad de membrana) en suspen-
siones purificadas de asas de Henle. Dos operadores identifica-
ron 100 tUbulos separando aquellos viables (no tefidos) de los no
viables (tefidos). Se utilizd test de quimioluminiscencia con lu-
cigenina para medir produccion de superdxido basal, en presen-
cia de Ang Il a concentracion de 1 nM, bloqueante de AT1 L158809
a 1 pM, tempol 5 OpM, y finalmente tiron 10 mmol/L. Se utilizo
test t de Student.

Resultados: La PA promedio fue: G2 (15 sem) 111,1 £ 1,04; lo-
sartan 107,75 + 0,35 (p = 0,04). La viabilidad tubular en G1 (5
sem) fue 92,6% + 1,25, G2 (15 sem) 55,83% + 1,04, grupo G3 (15
sem + Tempol quirdrgico) 60,5% + 3,31, grupo G4 (15 sem + tem-
pol/10 dias) 69,6% + 0,41, G5 (15 sem + losartan/10 sem) 68,66%
+ 3,54. Comparadas con el grupo joven (5 sem), las diferencias
con todos los grupos fueron significativas p < 0,002. Las diferen-
cias son significativas cuando se comparan los grupos tempol/10
dias o losartan/10 sem contra tempol quirtrgico o control (p <
0,02) pero no cuando se comparan tempol/10 dias con losartan o
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tempol quirtrgico con control (p > 0,02). La produccion de supe-
roxido basal fue 46,5 UA (Unidades Arbitrarias) + 3,10, y se elevd
a 124,25 + 5,12 en presencia de Ang Il. Estos valores cayeron a 72
+ 4,24 en presencia del antagonista de AT1 L158809, y a 1,5 £ 0,7
en presencia de tempol (se toma la sefal recibida en presencia de
Tiron como el 0 absoluto de esta prueba). En el grupo de ratas a
las que se aplicd tempol sin previo bloqueo de AT1, el valor fue
2,5+0,7 (p=0,29).

Conclusiones: El bloqueo de los efectos oxidantes de Ang Il en-
lentece el proceso de envejecimiento renal en el asa ascendente
de Henle. El bloqueo del receptor AT1 es una alternativa de aplica-
cion clinica con efectos anti-senectud que implican un nuevo me-
canismo de reno- proteccion.



