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1. PAPEL PROTECTOR DEL ACIDO OLEICO

EN LA RESISTENCIA CARDIOVASCULAR A LA INSULINA
Y EN EL DESARROLLO E INESTABILIDAD DE LA PLACA
ATEROSCLEROTICA

N. Beneit!, L. Perdomo’, Y.F. Otero', O. Escribano’,
S. Diaz-Castroverde’, N. de las Heras?, M. Benito'
y A. Gbmez-Hernandez'

'Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular Il, Facultad de
Farmacia, CIBERDEM; ?Departamento de Fisiologia, Facultad de
Medicina, RECAVA, UCM.

Objetivo: Diversos estudios han identificado un papel diferencial
de los acidos grasos saturados e insaturados en relacion a sus efec-
tos a nivel cardiovascular. Sin embargo, los mecanismos molecula-
res por los cuales el acido oleico protege en las células cardiovas-
culares no son tan conocidos. Por estos motivos, nos planteamos
estudiar el efecto protector del oleato y diferencial con respecto al
palmitato en la resistencia a la insulina y en el inicio, desarrollo e
inestabilidad del proceso aterosclerotico.

Métodos: Para llevar a cabo este estudio se utilizaron diferentes
lineas de células cardiovasculares, como cardiomiocitos neonatales
(CMs), células de mUsculo liso vascular (VSMCs) y células endotelia-
les (ECs). Para los estudios de sefalizacion de insulina se han reali-
zado Western blot e inmunoprecipitaciones, para analizar la expre-
sion de los genes implicados en la disfuncion vascular se ha
utilizado la PCR cuantitativa a tiempo real (qRT-PCR) y para el es-
tudio de la proliferacion y apoptosis de las VSMCs se realizaron
experimentos de incorporacion con BrdU, ciclo celular y Western
blot.

Resultados: En primer lugar, mediante Western blot demostra-
mos que el oleato no so6lo no indujo resistencia cardiovascular a la
insulina sino que ademas protegio frente a la resistencia a la insu-
lina inducida por el palmitato o el TNF-a. Uno de los mecanismos
que podria estar implicado es la reduccion de la activacion de JNK-
1/-2 o NF-kB por el oleato. Nosotros también observamos que el
oleato es capaz de reducir la expresion de MCP-1 e ICAM-1 y au-

mentar la expresion de eNOS inducida por citoquinas proinflamato-
rias en ECs por qRT-PCR. Ademas, nuestros resultados demuestran
también que el oleato reduce la proliferacion inducida por TNF-a,
angiotensina Il o palmitato, ademas de disminuir la apoptosis indu-
cida por el TNF-«a o la tapsigargina en VSMCs. Finalmente, el oleato
también fue capaz de reducir los niveles proteicos de PAI-1 induci-
dos por el TNF-a en células de musculo liso vascular a través de la
reduccion de la activacion de NF-«kB.

Conclusiones: Nuestros resultados sugieren un papel diferencial
entre el oleato y el palmitato a nivel cardiovascular y aportan nue-
vos datos que soportan el papel protector del oleato como principal
componente lipidico del aceite de oliva virgen, clave en la dieta
mediterranea. Asi, el oleato protege frente a la resistencia cardio-
vascular a la insulina, mejora la disfuncion y activacion endotelial
y finalmente, reduce la proliferacion y apoptosis de las VSMCs con-
tribuyendo a mejorar el proceso aterotrombotico y su estabilidad.

2. DIMORFISMO SEXUAL EN LA PROGRAMACION FETAL
DE LA HIPERTENSION EN LA RATA. ESTUDIO

DEL REMODELADO DE LA AORTA AL DESTETE

Y EN LA EDAD ADULTA

P. Gutiérrez', P. Rodriguez', D. Ramiro', A.L. Lopez de Pablo',
P. Prachaney?, M.C. Gonzalez', J. Regadera? y S.M. Arribas’

'Departamento de Fisiologia; Departamento de Anatomia,
Histologia y Neurociencia; *Department of Anatomy.

Introduccion: El estrés durante la etapa fetal -por desnutricion,
hipoxia, inadecuada placentacion, entre otros- es un factor de ries-
go del desarrollo de hipertension en el adulto, fendmeno conocido
como programacion fetal. Este incremento de la presion arterial ha
sido asociado con alteraciones vasculares estructurales o funciona-
les y es menos acentuado en hembras. Sin embargo, no se conoce
si existe dimorfismo sexual en las alteraciones vasculares ni si se
manifiesta en etapas tempranas del desarrollo. El objetivo del pre-
sente trabajo es estudiar si la programacion fetal induce alteracio-
nes en la estructura vascular en la etapa pre-puber que puedan
justificar las diferencias en el desarrollo de hipertension entre ma-
chos y hembras.
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Métodos: Se utilizd un modelo experimental de programacion
fetal en rata Sprague-Dawley. Las ratas gestantes fueron alimenta-
das con dieta estandar ad libitum (Control, C) o con un 50% de la
ingesta de las ratas C durante la segunda mitad de la gestacion
(Restringidas, R). Cada camada se ajusté a 12 individuos que se
dividieron en dos grupos (3 machos y 3 hembras), uno para el estu-
dio a los 21 dias y otro para su estudio a los 6 meses de edad. La
presion arterial sistdlica y diastolica (PAS, PAD) se midié bajo anal-
gesia con medetomidina (0,25 mg/kg) y anestesia con ketamina
(0,75 mg/kg) mediante un catéter insertado en la arteria iliaca. La
estructura de la arteria aorta se estudid en anillos y secciones lon-
gitudinales tenidos con el colorante nuclear DAPI, mediante mi-
croscopia confocal de fluorescencia. Para analizar la estructura de
la aorta se midieron: el diametro interno, el grosor de la capa me-
dia y de la adventicia y el nimero de células de la adventicia, cal-
culandose el area de la seccion de corte (ASC) y la densidad celular.

Resultados: A los 21 dias de edad, las ratas R en comparacion
con las C presentaron: 1) valores de PAS y PAD similares; 2) valores
similares de diametro interno; 3) valores similares de grosor de la
media; 4) valores similares de grosor de la adventicia, pero menor
densidad de células; 5) ninguno de los parametros estudiados pre-
sentd diferencias significativas entre machos y hembras. A los 6
meses de edad se observo: 1) valores de PAS y PAD significativamen-
te mayores en machos R con respecto a C y similares entre hembras
Ry C; 2) didmetro interno de la aorta similar entre machos Ry C,
pero mayor diametro en hembras R que en las C; 3) mayor grosor y
ASC de la media, tanto en machos como en hembras; 4) mayor
grosor y similar densidad de células de la adventicia, tanto en ma-
chos como en hembras.

Conclusiones: La desnutricion fetal programa la hipertension en
la edad adulta sélo en los machos y se presenta asociada a remode-
lado hipertréfico de la aorta sin cambios en el diametro interno. El
remodelado hipertrofico “ourtward” de la aorta que presentan las
hembras R en la edad adulta puede contribuir a que no desarrollen
hipertension. Este dimorfismo sexual puede estar asociado, entre
otros factores, con el efecto protector de los estrogenos.

3. FACTORES MOLECULARES IMPLICADOS EN EL EFECTO
HIPOLIPEMIANTE Y DE SENSIBILIZACION A LA INSULINA
DE UN EXTRACTO DE JENGIBRE EN RATAS

CON SOBREPESO

A. Galiana, M. Valero-Muioz, B. Martin-Fernandez, S. Ballesteros,
M. Klett-Mingo, M.B. Ruiz-Roso, V. Lahera y N. de las Heras

Departamento de Fisiologia, Facultad de Medicina, Universidad
Complutense de Madrid.

Objetivo: El objetivo del estudio fue evaluar los factores mole-
culares implicados en los efectos de un extracto de jengibre sobre
el perfil lipidico y la sensibilidad a la insulina en el higado de ratas
con sobrepeso inducido por una dieta grasa.

Métodos: Se utilizaron ratas Wistar macho divididas en tres gru-
pos: i) ratas alimentadas con dieta estandar como grupo control
(C); ii) ratas alimentadas con dieta alta en grasa (33,5% de grasa
saturada) como grupo con sobrepeso (SBP); v iii) ratas alimentadas
con dieta alta en grasa tratadas con extracto de jengibre (Zingiber
officinale Roscoe) (SBP+JEN, 250 mg Kg' dia') en el agua de bebi-
da. El periodo de evolucién y tratamiento fue de 5 semanas. Se
determinaron las concentraciones plasmaticas de glucosa, insulina,
colesterol total (Col-T), triglicéridos (TG), lipoproteina de baja
densidad (LDL), leptina y adiponectina. En el higado se valoro la
expresion proteica de: el transportador de glucosa 2 (GLUT-2); gli-
cerol 3 fosfato aciltransferasa (GPAT, enzima limitante de la sinte-
sis de TG); colesterol 7 alfa hidroxilasa (CYP7A1, enzima limitante
de la sintesis de acidos biliares a partir de colesterol); los recepto-
res activados por proliferadores peroxisomales (PPARa y PPARYy), el

receptor X hepatico (LXR), la proteina de union al elemento de
respuesta a esteroles (SREBP1c), el factor de crecimiento de tejido
conectivo (CTGF) y colageno tipo 1.

Resultados: El peso corporal fue mayor (p < 0,05) en las ratas
SBP que en C, y el tratamiento con JEN lo redujo (p < 0,05). Los
niveles plasmaticos de glucosa e insulina aumentaron en las ratas
SBP respecto a las ratas C (p < 0,05), y disminuyeron (p < 0,05) en
las ratas SBP tratadas con jengibre (SBP+JEN). Los niveles plasma-
ticos de Col-T y TG fueron mayores (p < 0,05) en las ratas SBP que
en las C, y el tratamiento con JEN los redujo (p < 0,05). Las concen-
traciones plasmaticas de adiponectina fueron comparables en las
ratas C y SBP, y las de leptina fueron mayores (p < 0,05) en las ratas
SBP que en las C. El tratamiento con el extracto de JEN aumento
los niveles de adiponectina y redujo los de leptina (p < 0,05). La
expresion proteica en higado de GPAT (fue mayor (p < 0,01) en ra-
tas SBP que en C, y el tratamiento con JEN redujo (p < 0,001) su
expresion. La expresion de CYP7A1 hepatica fue comparable en los
tres grupos. La expresion de PPARa, PPARy y GLUT-2 fue menor (p
< 0,05) en ratas SBP que en C, y el tratamiento con JEN aumento la
expresion de estos tres parametros (p < 0,05). La expresion de LXR
y SREBP1c aumento en las ratas SBP respecto a las C, y el trata-
miento con JEN lo normalizé. La expresion hepatica de colageno
tipo | y CTGF fue mayor (p < 0,01) en SBP y disminuy6 (p < 0,01) en
las ratas SBP+JEN.

Conclusiones: La reduccion de las concentraciones plasmaticas
de lipidos y la sensibilizacion a la insulina del extracto de jengibre
en las ratas con SBP, podrian atribuirse al menos en parte, a los
efectos beneficiosos ejercidos sobre los factores hepaticos implica-
dos en el metabolismo de la glucosa y los lipidos. La mejora en los
niveles de leptina, adiponectina, PPARa, PPARy, LXR, SREBP1c,
CTGF y colageno tipo 1 parecen ser cruciales en los efectos del
extracto de jengibre. Por tanto, la utilizacion del extracto de jen-
gibre podria considerarse una estrategia terapéutica alternativa
para el tratamiento de las alteraciones metabdlicas y hepaticas
asociadas al sobrepeso.

El estudio fue financiado por Biosearch, S.A. Proyecto PRONAOS
otorgado por el centro para el Desarrollo Tecnoldgico Industrial
(CDTI) a través del programa CENIT, iniciativa “Ingenio 2010” y por
una subvencion de la Comisién Interministerial de Ciencia y Tecno-
logia de Espaia (SAF2011-30396).

4. EFECTO MODULADOR DE LA L-CARNITINA

SOBRE LA ACTIVACION DE LA NADPH OXIDASA

POR ENDOGLINA SOLUBLE EN CELULAS ENDOTELIALES
DE LA VENA UMBILICAL HUMANA

C.M. Vazquez', C. Martinez?, R. Fernandez?, A.J. Blanca',
M.V. Ruiz', J.L. Miguel', A. Leiva, R. Salsoso?, L. Sobrevia®
y A. Mate'

'Departamento de Fisiologia, Facultad de Farmacia, Universidad
de Sevilla. Departamento de Ginecologia y Obstetricia, Hospital
Quiron Sagrado Corazoén. 3Laboratorio de Fisiologia Molecular y
Celular, Division de Obstetricia y Ginecologia, Facultad de
Medicina, Pontificia Universidad Catdlica de Chile.

Objetivo: La preeclampsia (PE) es una alteracion hipertensiva
del embarazo que cursa con un deficiente remodelado de las arte-
rias uterinas durante el desarrollo placentario y con la aparicion de
disfuncion endotelial en la unidad materno-fetal. Existen diversos
mecanismos relacionados con la patogenia y fisiopatologia de la
disfuncion endotelial subyacente en la PE. Entre ellos destacan el
aumento de estrés oxidativo mediado por la enzima NADPH oxida-
sa, asi como la liberacion de factores antiangiogénicos que inhiben
la produccion de 6xido nitrico, como el soluble fms-like tyrosine
kinase-1 (sFlt-1) y la endoglina soluble (sEng). Estudios previos de
nuestro grupo han mostrado que la L-carnitina (LC) tiene propieda-
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des antioxidantes en modelos animales de hipertension arterial,
modulando la funcién de la enzima NADPH oxidasa. Puesto que se
han descrito también alteraciones en el metabolismo de la LC en
mujeres preeclampticas, el objetivo de este trabajo es evaluar la
actividad y expresion de las diferentes isoformas de la enzima
NADPH oxidasa, en células endoteliales de vena umbilical humana
(HUVEC, human umbilical vein endothelial cells) incubadas con
sEng, estudiando su modulacion por parte de la LC y las rutas de
sefalizacion implicadas.

Métodos: Las HUVEC se han obtenido a partir de cordones umbi-
licales procedentes de embarazos normales, mediante el empleo
de colagenasa. Las células se han cultivado en medio M-199 suple-
mentado con 20% de suero y 1% de penicilina/estreptomicina.
Cuando alcanzan confluencia, se incuban en presencia de medio
M-199 minimo (4% suero) con sEng (10 ng/mL, 24h) y, en su caso,
L-carnitina (1 mM, 24h + 30 min. preincubacion). Se han realizado
medidas de actividad NADPH oxidasa mediante quimioluminiscen-
cia y utilizando lucigenina (5 M), NADPH (0,1 mM) y homogeneiza-
dos de HUVEC (en cantidad equivalente 30 wg de proteina), en
presencia y ausencia de inhibidores especificos de distintas fuentes
productoras de anion superoxido. La expresion génica y proteica de
las subunidades de la NADPH oxidasa se ha evaluado por PCR a
tiempo real y Western blotting, respectivamente. También se han
analizado las vias de sefializacion intracelulares implicadas en el
efecto de la sEng, mediante el empleo de inhibidores especificos.

Resultados: La produccion de anidn superoxido esta aumentada
en el grupo de células incubadas con sEng. Esta alteracion se debe
a una mayor actividad y expresion de la enzima NADPH oxidasa. La
LC revierte completamente estos parametros. Ademas, la proteina
quinasa C (PKC) parece estar involucrada en la sobreproduccion de
anion superoxido inducida por sEng.

Conclusiones: La endoglina soluble (sEng, factor antiangiogéni-
co relacionado con la fisiopatologia de la preeclampsia) produce un
aumento de estrés oxidativo, a través de la activacion de la enzima
NADPH oxidasa, en HUVEC procedentes de embarazos sanos. La
preincubacion con L-carnitina previene esta alteracion, lo que po-
dria justificar el uso de este producto en la investigacion de la fisio-
patologia y terapéutica de la preeclampsia.

Agradecimientos: Consejeria de Igualdad, Salud y Politicas So-
ciales, Junta de Andalucia (PI-0060/2012).

5. EL EJERCICIO AEROBICO MODERADO PREVIENE
LAS ALTERACIONES EN LA FUNCION DE LA INERVACION
PERIVASCULAR PRODUCIDA POR UNA DIETA RICA

EN GRASA EN ARTERIA MESENTERICA DE RATA

E. Sastre!, L. Caracuel’, N. de las Heras?, G. Balfagon'
y J. Blanco-Rivero'

'Departamento de Fisiologia, Facultad de Medicina, Universidad
Auténoma de Madrid. ?Departamento de Fisiologia, Facultad de
Medicina, Universidad Complutense de Madrid.

Introduccioén: El objetivo fue analizar si la obesidad inducida por
una dieta rica en grasa se asocia con cambios en la funcion de la
inervacion perivascular mesentérica, los mecanismos implicados
asi como la posibilidad de evitar estos efectos a través del ejercicio
aerobico moderado sobre esos cambios.

Métodos: Se utilizaron ratas Wistar macho (250-300g) divididos
en tres grupos: (i) ratas alimentadas con dieta estandar (grupo con-
trol); (ii) ratas alimentadas con dieta rica en grasa (33,5% grasa)
durante 8 semanas (grupo HFD); (iii) ratas HFD simultaneamente
sometidas a entrenamiento aerobico moderado (8 semanas, 5 ve-
ces a la semana durante 50 min). Se extrajo la arteria mesentérica
superior y se analiz6 la vasoconstriccion inducida por estimulacion
eléctrica (EE) en presencia del antagonista a-adrenérgico, fentola-
mina; del antagonista purinérgico, suramina; y del inhibidor ines-

pecifico de la oxido nitrico sintasa (NOS), N(w) nitro-L-arginine
methyl ester (L-NAME). Se analizaron las respuesta vasomotoras a
noradrenalina (NA) y al donante de 6xido nitrico (NO) DEA-NO. Se
valor6 la liberacion inducida por EE de NA, ATP y NO, asi como la
expresion de la NOS neuronal (nNOS) y la forma fosforilada (P-
nNOS).

Resultados: La vasoconstriccion inducida por EE fue mayor en el
grupo HFD en comparacion con el control. La fentolamina redujo la
contraccion inducida por EE en mayor grado en el grupo HFD, mien-
tras que la suramina Unicamente disminuyo la respuesta inducida
por EE en el grupo control. La liberacion de NA aumento y la de ATP
disminuy6 en el grupo HFD. El L-NAME incremento la respuesta in-
ducida por EE en mayor medida en el grupo control. La expresion
de nNOS y P-nNOS disminuy6 en el grupo HDF en comparacion con
el control. Ninguno de los cambios observados en el grupo HFD se
observaron en el grupo HFD sometido a entrenamiento. Las res-
puestas vasomotoras a NA y DEA-NO fueron similares en todos los
grupos experimentales.

Conclusiones: El incremento en la liberacion de NAy el descenso
en la liberacion de NO de origen neuronal, contribuyen al incre-
mento en la respuesta vasoconstrictora inducida por EE en arteria
mesentérica de ratas HFD. El ejercicio fisico moderado previene
todos esos cambios, indicando que el entrenamiento fisico evita las
alteraciones en la funcion de la inervacion perivascular producidas
por una dieta rica en grasa.

Subvencionado por Fundacion Mapfre y Ministerio de Economia y
Competitividad (SAF2012-38530).

6. PAPEL DE LA GALECTINA-3 EN EL REMODELADO
CARDIACO ASOCIADO A LA HIPERTENSION EN RATA

E. Martinez-Martinez', M. Miana?, M. Luaces?, F. Islas?,
R. Jurado-Lopez?, E. Rousseaus*, A. Fernandez’, P. Rossignol*,
V. Cachofeiro? y N. Lépez'

'Navarrabiomed-Fundacion Miguel Servet. ?Universidad
Complutense de Madrid. *Hospital Clinico San Carlos. “Université
de Lorraine And CHU de Nancy.

Objetivo: La hipertension arterial (HTA) predispone a la apari-
cion de cambios tanto en la estructura como en la funcion cardia-
ca, siendo considerada como una de las principales causas que fa-
vorecen la aparicion de insuficiencia cardiaca. En los ultimos afos,
la galectina-3 (Gal-3) ha emergido como un mediador de dafo car-
diaco en diferentes modelos de insuficiencia cardiaca. El objetivo
de este estudio fue estudiar los efectos de un inhibidor de la acti-
vidad de la Gal-3 (el MCP), sobre las alteraciones cardiacas en un
modelo de hipertension en rata, asi como los posibles mecanismos
involucrados.

Métodos: Se utilizaron 4 grupos de ratas macho: 1) Wistar-Kyoto
(WKY), 2) ratas espontaneamente hipertensas (SHR), 3) WKY trata-
das con MCP (100 mg/kg/dia) en el agua de bebida, y 4) SHR trata-
das con MCP. El tratamiento se mantuvo durante 6 semanas, en las
cuales se monitorizo la presion arterial. Al final del tratamiento, se
valor6 la funcion cardiaca mediante ecocardiografia. La fibrosis
miocardica se cuantifico mediante tincion con rojo Sirio, y la ex-
presion proteica de mediadores de fibrosis e inflamacion (colageno
I, TGF-B, CTGF, Gal-3, OPN y MCP-1) mediante RT-PCR y western
blot.

Resultados: El grupo de animales hipertensos mostré un aumen-
to en los niveles de Gal-3 a nivel cardiaco, asi como un aumento del
peso relativo del corazon respecto al grupo WKY. Los datos ecocar-
diograficos muestran presencia de hipertrofia concéntrica en el
grupo SHR, acompanada de una hipertrofia de cardiomiocitos a ni-
vel histologico. No se observaron diferencias en la funcion sistolica
en ninguno de los grupos estudiados. El tratamiento con MCP no
tuvo ningln efecto sobre la funcion, la histologia o los marcadores
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de fibrosis e inflamacion en las ratas WKY. En las ratas SHR, el tra-
tamiento con MCP no modifico la presion arterial ni la hipertrofia
cardiaca. Sin embargo, la inhibicion de la Gal-3 previno la fibrosis
intersticial observada en el grupo SHR. Junto con esta disminucion
en los niveles de colageno total, el bloqueo de Gal-3 redujo los ni-
veles cardiacos de colageno tipo |, asi como distintos mediadores
profibroticos (TGF-B y CTGF) y marcadores proinflamatorios (OPN y
MCP-1) que estaban aumentados en los animales hipertensos.

Conclusiones: Los datos muestran que el aumento de los niveles
cardiacos de Gal-3 en un modelo de hipertension se acompaiia con
un aumento de la fibrosis miocardica, la cual podria predisponer a
alteraciones estructurales y funcionales. El bloqueo de Gal-3 inhibe
especificamente la fibrosis miocardica en los animales hipertensos,
independientemente de los niveles de presion arterial. La Gal-3
emerge como una nueva diana terapéutica en el proceso fibrotico
asociado a patologias cardiacas.

7. PARICALCITOL PRESENTA EFECTOS .
ANTIINFLAMATORIOS A TRAVES DE LA MODULACION
DE LA VIA NO CLASICA DE NFKB EN ENFERMEDADES
RENALES EXPERIMENTALES

S. Rayego', J.L. Morgado', A.B. Sanz?, J.M. Valdivielso®, J. Egido?,
A. Ortiz? y M. Ruiz'

]IS Fundacion Jiménez Diaz, Universidad Autonoma de Madrid.
2lIS Fundacioén Jiménez Diaz. *Departamento de Nefrologia
Experimental, Universidad de Lleida, Institut de Recerca
Biomédica de Lleida.

Objetivo: La enfermedad renal cronica (ERC) esta caracterizada
por una pérdida progresiva de la funcion renal que frecuentemente
deriva en una enfermedad renal terminal y una elevada mortali-
dad. La deficiencia en vitamina D y sus metabolitos activos es una
situacion comun en la patogenia de la ERC. Datos en modelos expe-
rimentales confirman el efecto de la vitamina D mas alla del meta-
bolismo mineral y 6seo, demostrando que la vitamina D y sus ana-
logos pueden revertir la progresion de la ERC a través de la
prevencion de la proliferacion, inflamacion y fibrosis. Sin embargo,
los mecanismos implicados en sus acciones antiinflamatorias no son
bien conocidos. Estudios previos han demostrado la contribucion de
la via clasica de NF B1 en el dafio renal, sin embargo apenas hay
datos sobre la via alternativa NF B2. Nuestro objetivo ha sido eva-
luar en diferentes modelos experimentales de dano renal si el efec-
to antiinflamatorio de paricalcitol es debido a la modulacion de la
via clasica NF B1 o de su alternativa NF B2.

Métodos: El efecto de paricalcitol in vivo fue estudiado en dis-
tintos modelos de dafo renal en ratones C57BL6. El efecto de
TWEAK (citoquina inductora de apoptosis semejante al factor de
necrosis tumoral) fue evaluado 24 horas después de la inyeccion
intraperitoneal de TWEAK (0,5 wg/por raton). El modelo de obs-
truccion unilateral del uréter (UUO) consiste en la ligacion del uré-
ter izquierdo y el corte del mismo para evitar infecciones del trac-
to urinario. En ambos modelos, los animales fueron tratados con un
analogo de la vitamina D (paricalcitol) (25 ug/kg/dia) comenzando
48 horas antes de la intervencion. In vitro se realizaron experimen-
tos en células tubulares, ya que se ha descrito que expresan los
componentes de la via alternativa NF B2.

Resultados: En ambos modelos experimentales (UUO y dano re-
nal por TWEAK) el tratamiento con Paricalcitol disminuyé la res-
puesta inflamatoria renal, determinada por la disminucion de infil-
trado inflamatorio y de la expresion de genes proinflamatorios
(IL-6, MCP-1; RANTES), como era esperado. Sorprendentemente
paricalcitol no modificd la activacion renal de la via clasica de
NF B1 (evaluada por cambios en niveles de fosforilacion de | B-a y
translocacion nuclear de p65). Sin embargo, en ambos modelos se
inhibi6 la activacion de la via de NF B2 caracterizada por la regula-

cion de factores como P100/p52, IKK-a o rel B, y de citoquinas re-
guladas exclusivamente por NF B2, como CCL19 y CCL21. Estos re-
sultados se han confirmado in vitro en células tubuloepiteliales
estimuladas con TWEAK en presencia o no de Paricalcitol.

Conclusiones: Nuestros resultados muestran que la modulacion
de la via alternativa de NF,B es un nuevo mecanismo de las accio-
nes anti-inflamatorias del analogo de la vitamina D paricalcitol en
el dafo renal.

8. INVESTIGACION DEL PAPEL DE LA QUIMIOQUINA CCL-8
EN EL DANQ RENAL Y VASCULAR ASOCIADO A
INFLAMACION

M. Orejudo’, R. Rodrigues', A.B. Garcia’, M. Alique’, T. Bellon?,
J. Egido’, R. Selgas? y M. Ruiz’

'Instituto de Investigacion Sanitaria Fundacion Jiménez Diaz.
2Hospital Universitario La Paz-Idipaz.

Objetivo: La inflamacion crénica es una caracteristica comdn a
las enfermedades renales y de sus complicaciones cardiovascula-
res. Las proteinas quimiotacticas de monocitos (MCPs) engloban
una de las principales familias de citoquinas con motivo C-C, impli-
cadas en la regulacion de la respuesta inflamatoria. En estas pro-
teinas se ha descrito diferencia de homologia entre especies, lo
que complica el abordaje de su estudio. La isoforma murina de
MCP-2, también denominada CCL8, es una proteina quimioatrayen-
te para monocitos, células T activadas y células dendriticas. La
isoforma humana de CCL8 se une al receptor CCR2, mientras que la
murina utiliza CCR8. Nuestro objetivo ha sido estudiar si CCL8 pue-
de contribuir al dafo vascular y renal.

Métodos: Se cuantifico la expresion génica de CCL8 y CCR8 en
modelos animales de inflamacion; obstruccion unilateral de uréter
de 5 dias y administracion sistémica de Angiotensina Il (100 mg/kg/
min subcutaneo, estudio a 3, 7 y 14 dias). Para evaluar la modula-
cion de la respuesta inmune, se bloqued la respuesta Th17 (con un
anticuerpo neutralizante de su citoquina efectora IL-17A). In vitro
se utilizaron células endoteliales de raton (linea Mile Sven-1). Se
realizé un modelo de administracion de CCL8 (dosis 550 ng/g raton;
i.p), estudiandose a las 48 horas. Ademas, un grupo se tratd con el
inhibidor de NF-kB parthenolide (3,5 mg/g, i.p diario, 24 horas an-
tes). La expresion génica se evalud por PCR cuantitativa.

Resultados: En todos los modelos animales de inflamacion eva-
luados la expresion génica tisular de CCL8 aumenta cuando se pro-
duce el dano, comparado con el grupo control respectivo. Ademas,
este aumento se revierte con el bloqueo de IL-17A. En el modelo de
administracion sistémica de angiotensina Il detectamos un aumen-
to de la expresion génica del receptor CCR8 con respecto al grupo
control. Experimentos in vitro realizados en células endoteliales
demostraron que CCL8 induce la expresion de algunos genes proin-
flamatorios y profibroticos. Hemos observado que la dosis de 100
ng/ml produce su mayor efecto proinflamatorio, observado a tiem-
pos cortos (3-6 horas). In vitro observamos también que la expre-
sion génica de CCR8 es minima en estas células, pero en presencia
de CCL8 los niveles de RNA mensajero aumentan exponencialmen-
te. Finalmente, en el modelo de administracion sistémica de CCL8
se analizd la expresion génica de los rifones de los ratones y se
observé un incremento en los niveles de mRNA de MCP-1, IL-6,
ICAM-1, osteopontina, TNF-a, el receptor CCR8 y el marcador de
dano N-GAL. El bloqueo de NF-«kB, utilizando parthenolide, dismi-
nuy6 la sobreexpresion de estos genes causada por CCL8, a niveles
de los ratones control.

Conclusiones: In vitro e in vivo CCL8 regula genes proinflamato-
rios via NF-«kB. En modelos de dafio vascular y renal aumenta el eje
CCL8/CCR8 asociado con inflamacion indicando su importancia en
estas patologias.
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9. NOR-1 PREVIENE LA ACTIVACION DE NFKB Y MODULA
LA RESPUESTA INFLAMATORIA DE LAS CELULAS
MUSCULARES LISAS VASCULARES

I. Marti-Pamies’, R. Rodriguez-Calvo', O. Calvayrac’, J. Alonso',
B. Ferran', S. Aguild’, J. Crespo', A. Rodriguez-Sinovas?,
C. Rodriguez' y J. Martinez-Gonzalez'

'Centro de Investigacion Cardiovascular (CSIC-ICCC). *Hospital
Universitario e Instituto de Investigacion del Vall d’Hebron, UAB.

Objetivo: Estudios recientes han evidenciado el papel de los re-
ceptores NR4A en la aterosclerosis y en la inflamacion. Sin embar-
go, en la proliferacion de las células musculares lisas vasculares
(CMLV), NOR-1 (NR4A3) ejerce efectos antagonicos a los de Nur77
(NR4A1) y Nurr1 (NR4A2). El objetivo de este estudio fue analizar
el efecto de NOR-1 en la respuesta inflamatoria en las CMLV.

Métodos: El estudio se llevo a cabo en CMLV humanas en cultivo
transducidas o no con lentivirus para sobre-expresar NOR-1, y en
aorta de ratones transgénicos que sobre-expresan NOR-1 en las
CMLV (TgNOR-1). La expresion génica se analizé mediante PCR a
tiempo real, Western-blot e inmunocitoquimica. La activacion de
vias de sefializacion se analiz6 mediante Western-blot. Para deter-
minar la actividad transcripcional se realizaron transfecciones
transitorias y ensayos de retardo de la movilidad electroforética.

Resultados: Se evaluo el efecto de la ganancia de funcion de
NOR-1 en la respuesta de las CMLV a estimulos inflamatorios. En
CMLV humanas, la sobre-expresion de NOR-1 redujo la expresion de
citoquinas (IL-1B, IL-6 y IL-8) y quimiocinas (MCP-1 y CCL20) indu-
cidas por el tratamiento de LPS. Se obtuvieron efectos similares en
las células estimuladas con TNFa o LDL oxidadas. Por el contrario,
la inhibicion de NOR-1 mediante siRNA aumenté la expresion de
dichos mediadores pro-inflamatorios. En aortas de ratones transgé-
nicos que sobre-expresan NOR-1 humano en las CMLV, el aumento
de expresion de citoquinas y quimiocinas en respuesta a tratamien-
to con LPS fue inferior al de animales control. Resultados similares
se obtuvieron en las CMLV de los animales transgénicos. NOR-1 dis-
minuyo la actividad transcripcional de promotores regulables por
NFkBy la union de NFkB a su elemento de respuesta. Ademas, NOR-
1 impidio la activacion de la via de NFkB a través de la disminucion
de la fosforilacion y degradacion de IkBa y de la inhibicion de la
fosforilacion y posterior translocacion de p65 en el nicleo. Estos
efectos se asociaron con una menor fosforilacion de las vias de se-
falizacion implicadas en la activacion de NFkB (ERK1/2, p38 MAPK
y JNK). Estos resultados se confirmaron in vivo en aorta de los ani-
males TgNOR-1 tratados con LPS.

Conclusiones: Nuestros resultados indican que NOR1 actia como
modulador negativo de la respuesta inflamatoria inducida por esti-
mulos inflamatorios agudos a nivel vascular.

10. REEXPRESION DEL GEN DE DESARROLLO GREMLIN
EN SITUACIONES DE DANO VASCULAR ASOCIADO
A LA PRESENCIA DE FIBROSIS

R. Rodrigues’, A.B. Garcia', M. Orejudo’, C. Lavoz', S. Mezzano?,
J. Egido’, R. Selgas? y M. Ruiz’

'1IS Fundacién Jiménez Diaz. 2Unidad de Investigacion, Servicio de
Nefrologia, Hospital Universitario de la Paz. *Unidad de
Nefrologia, Instituto de Medicina, Facultad de Medicina,
Universidad Austral de Chile.

Introduccion: Gremlin es un miembro de la superfamilia de nudo
de cisteina que incluye al factor TGF-B. Gremlin fue identificado
como uno de los genes de desarrollo expresado en células mesan-
giales expuestas a altas concentraciones de glucosa. Recientemen-
te hemos descrito que Gremlin es un mediador de las acciones pro-
fibroticas de TGF-B en células renales, actuando a través de la ruta
de sefalizacion de Smad, y se ha sugerido que puede ser un media-

dor del dafo renal en la nefropatia diabética. En células endotelia-
les, Gremlin induce migracion, invasion y angiogénesis mediante su
union al receptor VEGFR2, pero apenas hay datos a nivel vascular.

Objetivo: Investigar si Gremlin esta expresado en situaciones de
dafo vascular y su posible papel en la regulacion de la fibrosis vas-
cular.

Métodos: Modelo de restenosis vascular en arteria femoral
acompanado de infusion sistémica de angiotensina Il (Angll) (mini-
bombas osmoéticas subcutaneas 1.000 ng/kg/min) durante 2 sema-
nas. Los estudios in vitro se realizaron en cultivo primario de célu-
las vasculares de musculo liso de raton obtenidas por el método de
la colagenasa. Los resultados fueron analizados por diferentes téc-
nicas (PCR en tiempo real, Western blot e inmunohistoquimica).

Resultados: En la aorta de los ratones infundidos con Angll se indu-
jo un aumento en la expresion génica de Gremlin con respecto al
grupo control. El aumento en la expresion de Gremlin se correlaciono
con la expresion génica de otros factores profibrdticos y proteinas de
matriz extracelular. Mediante técnicas de inmunohistoquimica obser-
vamos la aparicion de tincion positiva para Gremlin localizada princi-
palmente en células vasculares de misculo liso, mientras que no en-
contramos tincion en las aortas de los animales control. El aumento
en la sintesis vascular de Gremlin en respuesta a Angll se correlacion6
con la presencia de fibrosis, determinado por tincién de fibronectina.
En respuesta al dafio en arteria femoral se observo restenosis vascu-
lar, caracterizada por aumento del grosor de la pared y acumulacion
de matriz extracelular. En la zona de lesion detectamos tincion posi-
tiva para Gremlin, en diferentes tipos celulares. En células de muscu-
lo liso vascular provenientes de cultivo primario la estimulacion con
Gremlin durante 48 horas indujo un aumento en la liberacién de pro-
teinas de matriz extracelular, fibronectina y colageno.

Conclusiones: Estos datos sugieren que Gremlin se expresa en
situaciones de dafo vascular experimental, asociado a la presencia
de fibrosis. Futuros estudios son necesarios para investigar si Gre-
mlin puede ser considerado como una diana terapéutica antifibro-
tica en enfermedades cardiovasculares.

11. LAACTIVIDAD NADPH OXIDASA EN CELULAS
FAGOCITICAS PERIFERICAS ES DEBIDA EXCLUSIVAMENTE
A LA ISOFORMA 2 DE LA NADPH OXIDASA (NOX2)

P. Saldanha', A. Pejenaute’, O. Beloqui?, M. Fortuin Landecho?,
A. Fortuno®y G. Zalba'

'Departamento de Bioquimica y Genética, Universidad de
Navarra. *Departamento de Medicina Interna, Clinica Universidad
de Navarra. 3Area de Ciencias Cardiovasculares, CIMA,
Universidad de Navarra.

Objetivo: El estrés oxidativo asociado a la activacion de la fami-
lia de las NADPH oxidasas (NOXes) se asocia con la la hipertension
arterial y la enfermedad vascular. Los cambios en la actividad
NADPH oxidasa obedecen a variaciones en la regulacion y/o expre-
sion de la isoforma NOX2. Recientemente, se ha descrito que NOX4
puede aumentar su expresion y actividad en macréfagos, en la ate-
rosclerosis humana. En este estudio pretendemos analizar el perfil
de expresion de las NOXes en las células fagociticas circulantes.

Métodos: El estudio se llevd a cabo en una poblacion de indivi-
duos asintomaticos (n = 220), y en una poblacion de pacientes con
enfermedad arterial coronaria (N = 20). En ambas poblaciones se
determiné la actividad NADPH oxidasa en las células mononuclea-
das de sangre periférica, por luminiscencia. Asi mismo, se determi-
naron los niveles de mRNA de las isoformas NOX2, NOX4 y NOX5, en
células mononucleadas de sangre periférica, mediante PCR en
tiempo real. Se determinaron los niveles de LDL oxidadas y de lon-
gitud de telémeros, mediante ELISA y PCR, respectivamente. Se
realizaron estudios de asociacion de estos parametros, entre si, y
con las variables clinicas analizadas.
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Resultados: En la poblacion asintomatica, los niveles de expre-
sion mas altos entre las NOXes analizadas correspondieron a los de
la isoforma NOX2, siendo casi indetectables los niveles de expre-
sion de NOX4 y NOX5. En esta poblacion, la actividad NADPH oxida-
sa correlacionaba positivamente con los niveles de expresion de la
NOX2 y con los valores de presion arterial sistdlica. De hecho, cuan-
do analizabamos la poblacion asintomatica encontramos que la ac-
tividad NADPH oxidasa y la expresion de NOX2 eran maximas en los
pacientes con hipertension arterial, no encontrando diferencias
para NOX4 ni NOX5. Como era de esperar, los sujetos hipertensos
comparados con los normotensos exhibian niveles mas altos de LDL
oxidadas, y longitudes mas cortas de los telomeros. En la poblacion
sintomatica, la actividad NADPH oxidasa y la expresion de NOX2
eran significativamente mas altas que las encontradas en la pobla-
cion asintomatica. Los niveles de expresion de NOX4 y NOX5 fueron
similares, casi indetectables, a los descritos en la poblacion asinto-
matica. Finalmente, en la poblacion sintomatica, los niveles de LDL
oxidadas y la longitud de los telomeros fueron maximos y minimos,
respectivamente.

Conclusiones: La actividad NADPH oxidasa determinada en célu-
las fagociticas de sangre periférica esta determinada exclusiva-
mente por el grado de activacion y los niveles de expresion de
NOX2, en situaciones fisioldgicas, siendo despreciable la participa-
cion en esta actividad de las isoformas NOX4 y NOX5.

12. EFECTO DEL RESVERATROL SOBRE MARCADORES
OXIDATIVOS E INFLAMATORIOS EN CORAZON DE RATA
EN RELACION AL ENVEJECIMIENTO

R. Torregrosa’, M. Miana’, E. Vara?, J.A. Fernandez' y R. Gredilla'

'Departamento de Fisiologia; 2Departamento de Bioquimica y
Biologia Molecular, Facultad de Medicina, Universidad
Complutense de Madrid.

Diferentes estudios apoyan que varios aspectos del estilo de
vida, incluyendo la dieta o la exposicion a toxicos ambientales, son
importantes factores de riesgo en el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares, tales como cardiopatia isquémica, insuficiencia
cardiaca, infarto e hipertension. Sin embargo, el factor de riesgo
mas importante en la aparicion de patologias asociadas al sistema
cardiovascular es el envejecimiento. Asi, el determinante mas im-
portante de la salud cardiovascular de una persona es su propia
edad. Debido al incremento en la esperanza de vida de la poblacion
en paises occidentales, es de gran relevancia entender los meca-
nismos que subyacen al desarrollo de tales patologias durante el
envejecimiento. Dos de los mecanismos que se consideran determi-
nantes del envejecimiento son los procesos oxidativos e inflamato-
rios, que parecen también jugar un papel determinante en el desa-
rrollo de enfermedades cardiovasculares asociadas al mismo. En la
actualidad varias rutas de senalizacion se consideran relevantes en
el desarrollo de enfermedades cardiovasculares durante el enveje-
cimiento, entre ellas, las mediadas por el sistema SIRT1-AMPK o
por mTOR. La activacion o inactivacion, respectivamente, de estas
dos vias han demostrado tener efectos beneficios y protectores a
nivel cardiovascular. Una de las maneras clasicas de activar la via
de sefalizacion por sirtuinas es la administracion del fitoestrogeno
resveratrol. El objetivo del presente estudio fue analizar si los
efectos protectores a nivel cardiovascular del resveratrol estan, al
menos en parte, mediados por cambios en los procesos oxidativos
e inflamatorios asociados al envejecimiento. Para ello se trat6 con
resveratrol (10 mg/Kg/dia) durante 10 semanas a animales viejos
(22 meses) y se analizo el efecto del envejecimiento (animales jo-
venes de 2 meses versus animales viejos de 24 meses) y del trata-
miento con resveratrol (animales de 24 meses tratados versus ani-
males de 24 meses sin tratar) sobre los niveles de parametros
oxidativos (HO1, HO2 e iNOS) e inflamatorios (INFgamma, TNFalfa

e IL-10). Los resultados mostraron que en corazon los niveles de
marcadores de estrés oxidativo y de inflamacion se incrementaron
con la edad. Ademas, este aumento se asocioé a unos mayores nive-
les de marcadores apoptoticos (AIF, XIAP). Por otro lado, la admi-
nistracion de resveratrol a animales de 22 meses redujo de manera
significativa los niveles de marcadores oxidativos, inflamatorios y
apoptoticos, confirmando el papel cardioprotector del resveratrol
y la relevancia que este fitoestrogeno puede tener en el manteni-
miento de la salud cardiovascular durante el envejecimiento.

13. LA INHIBICION DEL RECEPTOR DE LA LIPQPROTEiNA
DE BAJA DENSIDAD TIPO 1 INDUCE DISFUNCION
CARDIACA EN UN MODELO DE RATAS ESPONTANEAMENTE
HIPERTENSAS

A. Ortega’, L. Nasarre?, P. Munoz-Pacheco’, A. Fernandez-Cruz?,
L. Badimon?, V. Llorente? y D. Gomez-Garre'

'Laboratorio de Biologia Vascular, Hospital Clinico San Carlos.
2Cardiovascular Research Center, CSIC-ICCC, IIB-Sant Pau.
3Departamento de Medicina, Facultad de Medicina, UCM.

Introduccién: En la insuficiencia cardiaca (IC) se produce una al-
teracion del metabolismo energético del corazon, el cual pasa de
utilizar glucosa y acidos grasos de cadena libre a utilizar principal-
mente glucosa, ocasionando una acumulacion de ésteres de coleste-
rol y triglicéridos en el miocardio. Numerosos estudios demuestran
que este incremento de lipidos favorece la aparicion de disfuncion
cardiaca y a la progresion de la IC. El principal responsable de la
acumulacion de ésteres de colesterol procedentes de las lipoprotei-
nas es el receptor de la lipoproteina de baja densidad tipo 1 (LRP1),
cuyo papel en la arteriosclerosis ha sido ampliamente establecido.
Sin embargo, se desconoce su posible implicacion en la insuficiencia
cardiaca hipertensiva. El objetivo principal de este trabajo ha sido
analizar la relacion entre los niveles de LRP1 y de ésteres de coles-
terol en el miocardio y la funcion cardiaca en un modelo experimen-
tal de ratas espontaneamente hipertensas (SHHF).

Métodos: Utilizamos ratas SHHF de 2 meses de edad que se se-
pararon en dos grupos: ratas no tratadas y ratas tratadas con la
combinacion de quinapril, (20 mg/kg/dia), torasemida (3 mg/kg/
dia) y carvedilol (3 mg/kg/dia) (SHHF+TC). A todos los animales se
les realizé un seguimiento mediante eco-doppler hasta los 19 me-
ses de edad. Como control, se utilizaron ratas Wistar normotensas
de la misma edad. En el momento del sacrificio de los animales
obtuvimos muestras de ventriculo izquierdo para el analisis de la
expresion génica y proteica utilizando ensayos de PCR a tiempo
real y Western blot, respectivamente, y para la cuantificacion de
los lipidos, que se realizé utilizando técnicas de cromatografia en
capa fina tras la extraccion de los lipidos.

Resultados: En comparacion con las ratas wistar, las ratas SHHF
mostraron una mayor expresion de LRP1 (proteina: 3,0 + 1,2 vs 1,2
+0,2; P <0,05) y 1,5-veces mas cantidad de ésteres de colesterol.
Los niveles de la proteina de union a elementos reguladores de
esterol 2 (SREBP-2) activa, factor de transcripcion que regula la
expresion de LRP1 negativamente, se encontraron significativa-
mente reducidos (2,5 = 0,5 vs 25 + 10; p < 0,05). La fraccion de
eyeccion (marcador de disfuncion cardiaca) se asocid negativamen-
te con los niveles de LRP1 (r = -0,886; p < 0,01) y de ésteres de
colesterol (r =-0,771; p < 0,05), y positivamente con los de SREBP-2
(r = 0,854; p < 0,01). El tratamiento farmacologico de las ratas
SHHF durante 17 meses, normalizé la tension arterial, atenud la
dilatacion del ventriculo izquierdo y mejoré la funcion cardiaca.
Con respecto a las ratas SHHF sin tratamiento, las ratas SHHF-TC
presentaban unas disminucion significativa en la expresion LRP1 (10
veces menos) y en la cantidad de ésteres de colesterol (5 veces
menos), asi como un incremento en de la cantidad de SREBP-2 ac-
tivo (unas 10 veces).
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Conclusiones: Nuestros datos demuestran que el receptor LRP1
media la acumulacion de ésteres de colesterol en el miocardio de
las ratas SHHF, pudiendo contribuir al desarrollo de a la disfuncion
cardiaca en las ratas SHHF. La modulacion de la expresion del re-
ceptor LRP1 y de las proteinas SREBPs podria ser una buena diana
terapéutica en el tratamiento de la insuficiencia cardiaca hiperten-
siva

14. EFECTO VASOMOTOR DE LA SECUENCIA TDD,
HOMOLOGA A LA RGD HUMANA

L. Gamella', M.A. Sevilla', M.J. Montero', C. Bernabeu?
y J.M. Lopez'

'Departamento de Fisiologia y Farmacologia, Universidad de
Salamanca. *Centro de Investigaciones Bioldgicas, Consejo
Superior de Investigaciones Cientificas.

Objetivo: Los péptidos conteniendo la secuencia arginina-glici-
na-aspartico (RGD) estan implicados en la union celular a través de
integrinas. Se ha descrito que péptidos conteniendo la secuencia
RGD pueden causar una vasodilatacion independiente de endotelio
a través de la interaccion entre el dominio RGD y la integrina av@3
presente en el musculo liso vascular (Mogford et al, Circ. Res.
1996;79:821-6). En ratones, la secuencia homologa a RGD en algu-
nas proteinas de membrana como endoglina o ADAM (A Disintegrin
And Metalloproteinase)-15 es treonina-aspartico-aspartico (TDD),
secuencia que también puede unirse a integrinas (Eto et al., J.
Biol. Chem. 2000;275:34922-30; Rossi et al, Blood 2013;121:403-
15). Debido a la importancia que el raton esta adquiriendo en el
estudio de la fisiologia cardiovascular, el objetivo del presente es-
tudio es valorar si el péptido TDD tiene efectos vasomotores simi-
lares a los descritos para el fragmento RGD.

Métodos: Para llevar a cabo el estudio se ha utilizado la arteria
toracica de ratones C57Bl/6, Una vez limpias se cortaron en anillos
de 2 mm, y en algunos de ellos se eliminé el endotelio mediante
una ligera friccion con una aguja rugosa. Los anillos se montaron en
un miografo de alambres y tras el proceso de normalizacion (Mul-
vany et al, Circ. Res. 1977;41:19-26) se sometieron a una tension
de 5 mN. La reactividad del tejido se comprobo con una solucion de
Krebs con 120 mM de potasio y la presencia/ausencia de endotelio
mediante la respuesta a acetilcolina (107 M). Posteriormente se
indujo la contraccion con fenilefrina (PE 10® M), y cuando se alcan-
z06 una meseta de contraccion estable se realizaron curvas de rela-
jacion concentracion-respuesta con el péptido (10*-10 M). En otra
serie de experimentos los anillos se incubaron con 10 M de TDD
durante 30 minutos y se valoré el efecto sobre la respuesta con-
tracturante a PE (10%-103 M) y la respuesta relajante a nitroprusia-
to sodico (NTP, 108-10* M).

Resultados: La secuencia peptidica TDD produjo un efecto vaso-
dilatador rapido y, dependiente de la concentracion, tanto en ani-
llos con endotelio como sin él. La relajacion maxima alcanzada fue
similar en ambos tipos de anillo (87,5 + 1,7%y 91,8 + 1,6% en anillos
con y sin endotelio). La incubacion con TDD no alter¢ las curvas de
respuesta contractil a a PE ni tampoco las de relajacion inducida
por NTP.

Conclusiones: La secuencia TDD presente en algunas glicoprotei-
nas murinas parece tener un efecto vasodilatador similar al descri-
to para la secuencia RGD. Este efecto es independiente de la pre-
sencia de endotelio.

15. POLIMORFISMOS COMUNES EN EL GEN PCSK9

SE ASOCIAN CON MAYOR PRESION ARTERIAL SISTOLICA
Y DIASTOLICA EN POBLACION DE ALTO RIESGO
CARDIOVASCULAR

J.V. Sorli', F. Francés', O. Coltell?, D. Godoy?, E.M. Asensio',
R. Barragan-Arnal', F.J. Valderrama' y D. Corella'

'Departamento de Medicina Preventiva y Salud Publica,
Universidad de Valencia y CIBER Fisiopatologia de la Obesidad y
Nutricion, ISCIll, Madrid. *Departamento de Lenguajes y Sistemas
Informadticos, Universitat Jaume | y CIBER Fisiopatologia de la
Obesidad y Nutricién. 3Servicio de Medicina Interna, Hospital
General Universitario de Valencia.

Objetivo: La proteina PCSK9 (Proprotein convertase subtilisin/
kexin type 9) es una proteasa sérica que se produce a nivel hepati-
co y regula el numero de receptores de LDL en las células hepati-
cas, uniéndose a los mismos y facilitando su degradacion. Mutacio-
nes en el gen PCSK9 (situado en 1p32.3) que resultan en hiperfuncion
se han relacionado con hipercolesterolemia familiar. Mientras que
aquellas variantes relacionadas con hipofuncion se han asociado
con menores concentraciones de colesterol-LDL (c-LDL). Actual-
mente, la inhibicion farmacologica de PCSK9 esta siendo considera-
da una via terapéutica novedosa para la hipercolesterolemia. Sin
embargo, poco se sabe de la asociacion de polimorfismos en dicho
gen con presion arterial, aunque existen trabajos previos que han
asociado concentraciones plasmaticas de PCSK9 con presion arte-
rial sistolica (PAS) y diastolica (PAD) y se ha demostrado que regula
los canales epiteliales de sodio. Por ello nuestro objetivo es estu-
diar la asociacion entre polimorfismos en el gen PCSK9 y presion
arterial.

Métodos: Estudio transversal en 860 participantes de alto riesgo
cardiovascular en el estudio PREDIMED-Valencia (media de edad 67
+ 7 afnos). La presion arterial se obtuvo por medicion directa por
métodos estandarizados. Mediante un array de alta densidad (Hu-
man Omni Express, Illumina) se determinaron 28 polimorfismos en
el gen PCSK9. Se obtuvieron datos clinicos adicionales y de varia-
bles del estilo de vida. Se realizaron analisis estadisticos uni y mul-
tivariantes.

Resultados: Varios de los polimorfismos analizados mostraron
asociaciones significativas con la PAS y/o PAD. Entre ellos los mas
relevantes fueron el rs662145 A > G (frecuencia del alelo menor G;
MAF: 0.24) y el rs557435G > A (MAF A: 0.19), ambos intronicos y sin
asociaciones significativas con concentraciones de c-LDL. El
rs662145 se asocio tanto con la PAS (AA: 146 + 20; AG: 147 + 21y
GG: 153 + 20 mmHg, p = 0,031) como con la PAD (AA: 81 + 10; AG:
83 + 11 y GG: 85 + 14 mmHg, p = 0,010), mientras que el rs557435
se asocio fundamentalmente con la PAD (GG: 81+/-10; GA: 83 + 11
y AA: 86 + 13 mmHg, p = 0,008). Estas asociaciones permanecieron
significativas tras ajuste multivariante por sexo, edad, diabetes,
farmacos e indice de masa corporal.

Conclusiones: Variaciones en el gen PCSK9 parecen asociarse
también con presion arterial en poblacion de alto riesgo cardiovas-
cular.

16. DIFERENTE MODULACION DE LA ANGIOGENESIS
POR LOS DOMINIOS EXTRACELULAR E INTRACELULAR
DE ENDOGLINA

E. Nunez, C. Ollauri, A. Rodriguez, M. Pericacho y J.M. Lopez

Departamento de Fisiologia y Farmacologia, Universidad de
Salamanca. Instituto de Investigacién Biomédica de Salamanca.

Objetivo: Endoglina (Eng, CD105) es una glicoproteina trans-
membrana caracteristica del endotelio relacionada con diferentes
procesos vasculares, siendo uno de los mas importantes la regula-
cion de la angiogénesis. Se ha demostrado que la expresion de esta
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proteina aumenta en tejidos con una angiogénesis activa. Ademas,
alteraciones en el gen de Eng o en la expresion del mismo conllevan
disfuncion endotelial y defectos en la angiogénesis, el desarrollo de
las células murales y la maduracion de los vasos sanguineos. Tradi-
cionalmente, se ha considerado que estas alteraciones se deben al
papel de Eng como correceptor de TGF-B. Asi, se sabe que en las
células endoteliales Eng modula la interaccion de TGF-B con deter-
minados miembros de su complejo de receptores, regulando asi la
senal intracelular que se transmite. Sin embargo, recientemente se
ha propuesto que el dominio extracelular de Eng es capaz de inte-
raccionar directamente con integrinas, lo que abre la posibilidad a
nuevos efectos de Eng independientes de la senalizacion de TGF-.
Se conocen dos isoformas de Eng ancladas a la membrana que se
diferencian exclusivamente en su dominio intracelular y que pare-
cen tener efectos sobre la angiogénesis opuestos. La isoforma larga
(L-Eng) es la mayoritaria y mas estudiada, y parece favorecer el
proceso angiogénico. Sin embargo, existe una segunda isoforma,
S-Eng o isoforma corta, que carece de gran parte dominio citoplas-
matico y a la que se le han atribuido propiedades antiangiogénicas.
Nuestra hipotesis es que si las isoformas de Eng modulan de mane-
ra distinta la angiogénesis, tiene que deberse a efectos en los que
esta implicado el dominio intracelular, pero que puede haber as-
pectos de la angiogénesis en los que las respuestas de una y otra
isoforma sean iguales. En ese caso se trataria de efectos mediados
exclusivamente por el dominio extracelular. Por lo tanto, el objeti-
vo que nos planteamos con este trabajo es analizar qué funciones
desempenan los dominios intracelular y extracelular de endoglina
en la modulacion de los distintos procesos implicados en la angio-
génesis.

Métodos: Analizamos la respuesta angiogénica in vivo en ratones
C57Bl6 que sobreexpresan L o S-Eng evaluando la tasa de reperfu-
sion de la pata posterior tras ligadura completa de la arteria femo-
ral. Ademas, cuantificamos la invasion endotelial en angiorreacto-
res (tubos rellenos de Matrigel y factores proangiogénicos)
implantados subcutaneamente en estos animales. Finalmente, ana-
lizamos el nimero y las caracteristicas de los pseudocapilares que
crecen a partir de anillos de aorta de estos ratones incubados en
Matrigel®.

Resultados: Hemos observado que la sobreexpresion de S-Eng
conlleva un retraso significativo en la reperfusion postisquémica asi
como una reduccion de lainvasion endotelial en angiorreactores. La
sobreexpresion de la isoforma larga no conlleva diferencias en es-
tos procesos respeto a los ratones wild type. Analizando los experi-
mentos con anillos de aorta, en los ratones que sobreexpresan S-
Engno se observan diferencias con los wild type en el proceso de
gemacion (sprouting).

Conclusiones: El dominio extracelular de Eng parece tener un
efecto antiangiogénico in vivo que no se debe a una inhibicion del
sprouting,y que se revierte cuando esta presente el dominio intra-
celular.

17. PERFILES PROTEICOS ESPECIFICOS EN ORINA
Y EXOSOMAS RESPONDEN AL DESARROLLO

DE ALBUMINURIA DE NOVO Y SU EVOLUCION

EN PACIENTES HIPERTENSOS TRATADOS

CON BLOQUEANTES DEL SRAA

L. Gonzalez-Calero', M. Martin-Lorenzo', M. Baldan-Martin?,
F. de la Cuesta?, G. Ruiz-Hurtado®, J. Segura*, M.G. Barderas?,
L.M. Ruilope?, F. Vivanco' y G. Alvarez-Llamas'

'1IS-Fundacion Jiménez Diaz, UAM. *Hospital Nacional
de Parapléjicos, SESCAM. 3Instituto de Investigacion i+12,
Hospital 12 de Octubre. “Hospital 12 de Octubre.

Introduccién: A pesar del efecto beneficioso del bloqueo del sis-
tema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), existe cierta resis-

tencia en algunos pacientes tal que no se llega a impedir un progre-
so de la enfermedad. La microalbuminuria es uno de los predictores
de dicha evolucion y esta descrito que determinados pacientes con
tratamiento cronico de SRAA presentan una alta prevalencia de al-
buminuria, llegando a aparecer microalbuminuria de novo en un
elevado porcentaje de individuos normoalbumindricos. Actualmen-
te, no se conocen marcadores capaces de predecir la evolucion
clinica de estos pacientes.

Objetivo: Obtener una huella molecular en orina asociada al de-
sarrollo y evolucion de la albuminuria en pacientes hipertensos cro-
nicamente tratados, tal que permita evaluar la respuesta terapéu-
tica a la accion de los inhibidores de SRAA (i-SRAA).

Métodos: Mediante estrategias 6micas, se han investigado cam-
bios en el proteoma de la orina y de sus microvesiculas exosomales.
Se ha reclutado una primera cohorte de 21 individuos sanos y 53
pacientes hipertensos en tratamiento con i-SRAA, clasificados
como a) normoalbumindricos que se mantuvieron como tal (N),
b) normoalbuminuricos que desarrollaron microalbuminuria de
novo (NM) y c) microalbuminiricos que se mantuvieron estables en
esa condicion (M), incluyendo diabéticos y no diabéticos, durante
un periodo de 3 afios. Se llevd a cabo un analisis diferencial por
DIGE y (iTRAQ)LC-MS/MS en las muestras de orina y exosomas. En
una segunda cohorte de 18 controles sanos y 90 pacientes se con-
firmaron los marcadores moleculares respondedores a albuminuria
de novo, hipertension y microalbuminuria por una metodologia
complementaria de espectrometria de masas (SRM).

Resultados: El analisis diferencial y posterior confirmacion reve-
10 la existencia de un panel de 5 proteinas respondedoras a la con-
dicién de hipertension per se o a la existencia de albuminuria (de
novo y mantenida). El analisis de exosomas de la orina ha permitido
identificar adicionalmente una huella molecular proteica especifi-
camente respondedora tanto al desarrollo de microalbuminuria de
novo en pacientes normoalbuminuricos como a la existencia de mi-
croalbuminuria prolongada en el tiempo.

Conclusiones: Hemos identificado una huella molecular especifica
de proteinas de la orina y exosomales que reflejan el distinto com-
portamiento clinico de los pacientes hipertensos con distintos grados
de afectacion renal y distinta respuesta al tratamiento farmacologi-
co con inhibidores del SRAA. La monitorizacion de estas dianas mo-
leculares en pacientes normoalbuminiricos podria servir para iden-
tificar aquellos pacientes con tendencia a desarrollar albuminuria de
novo y por tanto predecir su resistencia al tratamiento.

18. EFECTOS DEL EJERCICIO FiSICO CRONICO

SOBRE LOS FACTORES Y MECANISMOS IMPLICADOS

EN EL PROCESO DE PARDEAMIENTO DEL TEJIDO ADIPOSO
BLANCO EN RATAS

M. Klett-Mingo', B. Martin-Fernandez', S. Ballesteros', E. Sastre?,
L. Caracuel?, J. Blanco-Rivero?, A. Galiana', V. Lahera'
y N. de las Heras'

'Departamento de Fisiologia, Facultad de Medicina, Universidad
Complutense de Madrid. ?Departamento de Fisiologia, Facultad
de Medicina, Universidad Autonoma.

Objetivo: El objetivo del estudio fue evaluar en ratas con sobre-
peso inducido por una dieta rica en grasa saturada, los efectos del
ejercicio fisico cronico sobre las alteraciones metabdlicas y la dis-
funcion del tejido adiposo blanco (TAB) y marron (TAM), asi como
los factores y mecanismos implicados en el proceso de pardeamien-
to del TAB y en la funcion del TAM.

Métodos: Para llevar a cabo el estudio se utilizaron ratas macho
Wistar (250-275 g) alimentadas con una dieta estandar (C) o con
alto contenido calérico (33,5% de grasa saturada) para inducir so-
brepeso (SBP). La mitad de los animales de cada grupo realizé 30
minutos diarios de ejercicio en tapiz rodante (+E) durante 8 sema-
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nas (5 veces a la semana durante 50 min). Al final del periodo de
evolucion se determinaron las concentraciones plasmaticas de glu-
cosa, colesterol total, triglicéridos e irisina. Se valoré la expresion
proteica de los principales factores implicados en el pardeamiento
del TAB y en la funcion del TAM: FNDC5/irisina en TAB, y proteina
desacoplante-1 (UCP1) en TAB, TAM y musculo esquelético.

Resultados: El peso corporal y el peso de los paquetes de TAB
lumbar y epididimal, fueron mayores en las ratas SBP (p < 0,05) que
en C y disminuyeron (p < 0,05) en estas ratas tras las 8 semanas de
ejercicio fisico cronico (SBP+E). En las ratas con SBP el peso del
gastrocnemio y del séleo fueron mayores (p < 0,05) que en las ratas
C, y el ejercicio fisico los normalizé. Los niveles plasmaticos de
glucosa, colesterol total y triglicéridos fueron mayores (p < 0,05)
en las ratas SBP que en las C, y el ejercicio fisico los redujo (p <
0,05). La concentracion plasmatica de irisina fue menor (p < 0,05)
en las ratas SBP que en C, y el ejercicio fisico tendi6é a aumentarla.
La expresion proteica de FNDC5/irisina en TAB fue comparable en-
tre las ratas C y con SBP, y el ejercicio fisico cronico aumento sig-
nificativamente su expresion. En las ratas SBP la expresion proteica
de la UCP1 fue menor (p < 0,05) en TAB, TAM y mUsculo esquelético
(gastrocnemio) que en C. El ejercicio aumento su expresion signifi-
cativamente.

Conclusiones: El ejercicio fisico cronico en ratas con SBP mejora
el perfil metabolico, y aumenta la concentracion circulante de iri-
sina y la expresion de FNDC5/irisina en TAB. Esto se asocia a un
aumento de la expresion de UCP1 en TAB, TAM y musculo esquelé-
tico, lo que sugiere pardeamiento del TAB y mejora de la funcion
del TAM.

19. EFECTOS DE LAS PROANTOCIANIDINAS

SOBRE LAS ALTERACIONES CARDIACAS PRODUCIDAS

POR LA ALDOSTERONA EN RATAS A TRAVES DEL BLOQUEO
DEL RECEPTOR DE MINERALOCORTICOIDES

B. Martin', N. de las Heras', M. Valero', S. Ballesteros', Y.Z. Yao?,
A. Galiana', M. Klett', P. Stanton?, P. Fuller? y V. Lahera’

'Departamento de Fisiologia, Facultad de Medicina, Universidad
Complutense de Madrid. ?Prince Henry'’s Institute of Medical
Research, Clayton, Australia.

Objetivo: Estudiar los efectos de un extracto de almendra rico
en proantocianidinas (EPRO) en las alteraciones cardiacas produci-
das por la aldosterona y su efecto sobre la actividad del receptor
de mineralocorticoides (RM). Confirmar que las proantocinidinas
son las responsables de dichos efectos.

Métodos: Se utilizaron ratas macho Wistar que recibieron una
dosis diaria de aldosterona (1 mg/Kg/dia s.c.) + NaCl al 1% en el
agua de bebida. Un grupo de animales recibi6 aldosterona y fue
tratado con EPRO (100 mg/Kg/dia) en el agua de bebida y otro
grupo fue tratado con espironolactona (ES, 200 mg/Kg/dia s.c.),
simultaneamente. Como controles se utilizaron animales a los que
se les administré el vehiculo de la aldosterona y dos grupos fueron
tratados con EPRO o con ES. El periodo de evolucion fue de 21 dias.
Se analizé la hemodinamica cardiaca, la expresion génica de facto-
res fibroticos, inflamatorios, pro-oxidantes y del mediador de las
acciones de la aldosterona; quinasa regulada por suero tipo 1 (SGK-
1). Para valorar la capacidad de EPRO para actuar como un antago-
nista del RM se realizd un ensayo de transactivacion en células
transfectadas con un vector para el RM estimuladas con aldostero-
na y co-incubadas con EPRO o ES. Con el fin de confirmar que las
PROA eran las responsables de los efectos observados se realiz6 una
cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC). Ademas se obtuvie-
ron distintas fracciones del extracto con las que posteriormente se
co-incubaron las células estimuladas con aldosterona.

Resultados: El tratamiento con EPRO disminuyé significativa-
mente la hipertension y la disfuncion diastolica producidas por la

aldosterona. La expresion génica de SGK-1, junto con la de los me-
diadores de fibrosis, inflamacion y oxidacién, aumentados por la
aldosterona disminuy6 significativamente con EPRO. La actividad
transcripcional del RM aumentada por la estimulacion con aldoste-
rona disminuyo significativamente con la co-incubacién con EPRO a
dosis crecientes. El analisis del extracto mediante HPLC confirmo
que son las PROA las responsables de los efectos observados. La
actividad transcripcional del RM en células estimuladas con aldos-
terona y co-incubadas con la fraccion correspondiente a las proan-
tocianidinas disminuy6 significativamente hasta normalizar sus va-
lores. Los efectos producidos por el tratamiento con EPRO fueron
comparables a los producidos por el antagonista del RM, espirono-
lactona.

Conclusiones: Los efectos observados con el tratamiento con
EPRO en las ratas tratadas con aldosterona + sal sugieren que el
extracto de almendras rico en proantocianidinas se encentra ac-
tuando como un antagonista del RM. Dentro de los componentes de
dicho extracto, las proantocianidinas son los compuestos responsa-
bles de los efectos beneficiosos observados.

20. EL EJERCICIO INDUCE EL DESARROLLO .

DE LA CARDIOMIOPATIA ARRITMOGENICA DE VENTRICULO
DERECHO EN RATONES QUE EXPRESAN PLACOFILINA-2
MUTANTE

J.A. Bernal, F.M. Cruz, D. Sanz, M. Roche, J. Garcia, G. Pizarro,
J. Garcia, J. Ruiz y B. Ibanez

CNIC.

Introduccion: Se ha propuesto que el ejercicio induce el desa-
rrollo de la cardiomiopatia de ventriculo derecho (ARVC); sin em-
bargo la investigacion en este campo esta limitada por la falta de
modelos animales que expresen mutaciones asociadas con esta pa-
tologia.

Objetivo: Estudiar el empato del ejercicio en el desarrollo de
ARVC en ratones que expresan un mutante un gen mutante de
placofilina-2 (PKP2) usando virus adeno-asociados (AAV).

Métodos: Hemos desarrollado un nuevo modelo animal transgé-
nico especifico de tejido cardiaco basado en el uso de AAV para
comprobar si la combinacién de una mutacién encontrada en pa-
cientes con AVRC y el ejercicio disparan el desarrollo de la enfer-
medad.

Resultados: La expresion estable del mutante de PKP2 (c.2203C
> T), que codifica la proteina mutante R735X, se consigue después
de tan solo 4 semanas tras una sola inyeccion intravenosa con virus
AAV-R735X. El estudio de resonancia magnética (MRI) en animales
que expresan la proteina durante mas de 10 meses demostro que
estos animales no desarrollan ningln fenotipo relacionado con
ARVC. Por el contrario, cuando estos animales se sometieron a pro-
tocolos de entrenamiento 4 semanas después de ser inyectados con
AAV-R735X se observo una disfuncion del ventriculo derecho (VD)
similar al observado en pacientes con ARVC: reduccion de la fun-
cion sistolica del VD y anormalidades en el movimiento de la pared
libre del VD. A nivel histologico el VD de los animales entrenados
que han sido infectados con AAV-R735X muestran deslocalizacion de
la proteina de union entre cardiomiocitos conexina 43 (Cx43), cam-
bio que no se observa en animales sedentarios.

Conclusiones: El ejercicio dispara el desarrollo de un fenotipo
similar al de ARVC en animales infectados con el mutante de PKP2
R735X. Esta mutacion parece que actlia como un dominante nega-
tivo. Este nuevo sistema basado en la expresion de variantes mu-
tantes de distintos genes usando AAVs en ratones silvestres tiene un
gran potencial para el estudio del efecto de mutaciones en cardio-
miopatias complejas.
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21. JQ1 MODULA LAS RESPUESTAS INFLAMATORIAS
Y FIBROTICAS EN EL RINON MEDIANTE LA INHIBICION
DE LOS BROMODOMINIOS BET

J.L. Morgado', B. Suarez?, S. Rayego', R.M. Rodriguez?, C. Lavoz',
C. Lopez? y M. Ruiz'

Cellular Biology of Renal Diseases Laboratory, Instituto de
Investigacion Sanitaria Fundacion Jiménez Diaz. Universidad
Auténoma. 2Department of Immunology, Hospital Universitario
Central de Asturias.

Objetivo: La familia de proteinas BET (“bromodomain and extra-
terminal”, BRD2, BRD3, BRD4 y BRDT) reconocen especificamente
residuos de lisina acetilados, una modificacion post-traduccional
clave en la regulacion de la expresion génica. Estudios recientes
han demostrado el papel fundamental de estas proteinas en la mo-
dulacion de la respuesta inflamatoria, y el gran potencial terapéu-
tico de sus inhibidores en el tratamiento de procesos inflamatorios
agudos y cronicos. Nuestro objetivo ha sido investigar el papel de
las proteinas BET en el dafno renal experimental, determinando su
papel en la regulacion de la expresion de genes pro-inflamatorios y
pro-fibréticos. Para ello, se evalud el efecto de la inhibicion de los
bromodominios BET, mediante el empleo del inhibidor JQ1.

Métodos: Los estudios in vivo se han realizado en el modelo de
obstruccion unilateral del uréter (UUO) en ratones C57BL/6, y los
estudios in vitro en células tubuloepiteliales renales humanas (HK2)
y fibroblastos murinos estimuladas con TNF-alfa, o TGFbeta.

Resultados: El modelo de dano renal por UUO se caracteriza
principalmente por infiltrado intersticial y fibrosis. El tratamiento
con JQ1 disminuy0 la presencia de infiltrado inflamatorio (neutrofi-
los, monocitos/macrofagos y linfocitos T CD4+) en los riflones obs-
truidos alcanzando valores similares a los controles. El aumento en
la expresion de varios genes proinflamatorios (IL-6, MCP-1, RAN-
TES) fue blogueado tras tratamiento con JQ1 tanto en el modelo in
vivo, como en experimentos in vitro en la linea renal HK2. El silen-
ciamiento génico de BRD2 y BRD4, mediante siRNA, disminuy6 par-
cialmente la expresion de estos genes. Posteriormente, mediante
técnicas de immunoprecipitacion de la cromatina (ChIP) demostra-
mos que BRD4 se une especificamente a las histonas acetiladas pre-
sentes en la region promotora de los genes inflamatorios IL-6, MCP-
1, RANTES regulando asi su expresion génica. Estudios adicionales
en la ruta NF-kB, demostraron que el tratamiento con JQ-1 bloquea
la translocacion nuclear de p65. Esta proteina se activa por aceti-
lacion de la lisina 310, sugiriendo un efecto antiinflamatorio de JQ1
por un mecanismo independiente de la remodelacion de la croma-
tina. Por Ultimo, en el UUO hemos observado que JQ1 bloqued el
aumento en la expresion renal de los marcadores de dafo (KIM-1y
NGAL), de factores profibrdticos y de proteinas de matriz extrace-
lular. Ademas en fibroblastos murinos la estimulacion al alza de
proteinas de matriz extracelular (fibronectina y colageno tipo )
inducida por TGF-beta se inhibio por JQ-1, sugiriendo una implica-
cion adicional en los procesos pro-fibroticos.

Conclusiones: Nuestros resultado muestran que la inhibicion de
los bromodominios BET utilizando JQ1 disminuye la respuesta infla-
matoria renal, a través del remodelamiento de la cromatina en las
regiones promotoras de genes especificos o adicionalmente inhi-
biendo la ruta de activacion del NF-KB. Estos resultados demues-
tran que el tratamiento con inhibidores de las proteinas BET po-
drian tener importantes aplicaciones terapéuticas en la inhibicion
de las respuestas inflamatorias y pro-fibroticas producidas en la
enfermedad renal.

22. LA DELECION DE +y-SECRETASAS PROTEGE FRENTE
A LA HIPERTROFIA CARDIACA INDUCIDA POR
ANGIOTENSINA-II EN UN MODELO MURINO

J. Rivera', G. Guzman?, R. Villa', J. Orbe?, C. Gonzalez',
M. Serrano?, J. Diez?, V. Andrés' y A. Maraver®

'Departamento de Epidemiologia, Aterotrombosis e Imagen,
Centro Nacional de Investigaciones Cardiovasculares (CNIC).
2Unidad de Imagen Cardiaca, Departamento de Cardiologia,
Hospital Universitario La Paz, Idipaz. 3Division de Ciencias
Cardiovasculares, Centro de Investigacion Médica Aplicada
(CIMA), Universidad de Navarra. “Grupo Supresion Tumoral,
Centro Nacional de Investigaciones Oncologicas (CNIO). °Instituto
de Investigacién Oncologica de Montpellier (IRCM).

Objetivo: Aunque existen evidencias que demuestran la relacion
entre hipertension pulmonar y la via de sefalizacion de Notch, su
papel en la hipertension sistémica y los procesos patologicos aso-
ciados a la misma estan poco estudiados. Por tanto, nuestro princi-
pal objetivo consistié en analizar el papel que desempefa dicha via
en el desarrollo y mantenimiento de la hipertension y la hipertrofia
cardiaca asociada. Igualmente, analizamos el potencial de los inhi-
bidores de y-secretasas (GSI) como agente terapéutico.

Métodos: Hemos generado un modelo murino inducible en el que
es posible eliminar de un modo controlado la expresion del comple-
jo de y-secretase. Dicho modelo nos ha permitido estudiar la acti-
vidad de la ruta de Notch in vitro en respuesta al tratamiento con
angiotensina-1l (Ang-1l) en células de musculatura lisa vascular
(VSMC) aisladas de las aortas de estos animales. De forma comple-
mentaria hemos analizado in vivo las consecuencias de la supresion
del complejo de y-secretasas en hipertension e hipertrofia cardia-
ca, en un modelo de angiotensina, mediante vias alternativas (de-
lecion génica y el uso de GSl). Por Gltimo, hemos analizado y com-
parado muestras de tejido vascular procedente de individuos
hipertensos con y sin hipertrofia cardiaca.

Resultados: El tratamiento de VSMC con Ang-1l induce la activa-
cion de la ruta de sefnalizacion de Notch tanto en ensayos in vitro
como in vivo. La supresion de la actividad y-secretasa mediante su-
presion génica en animales adultos produjo una disminucion signifi-
cativa en los valores de hipertension e hipertrofia sin mostrar efectos
adversos. Ademas, el tratamiento con GSI redujo la hipertrofia car-
diaca inducida por Ang-Il tanto in vitro como in vivo. Finalmente,
hemos identificado niveles elevados de Notch5, un target especifico
en la cascada de sefalizacion, en tejido vascular obtenido de pa-
cientes hipertensos con hipertrofia de ventriculo izquierdo.

Conclusiones: La ruta de sefalizacion de Notch se encuentra
activada en tejido vascular de ratones hipertensos con hipertrofia
cardiaca, y su inhibicion, mediante eliminacion génica del comple-
jo de y-secretasas, protege frente ambas situaciones. En ratones
salvajes, el tratamiento con GSI protege frente a la hipertrofia del
ventriculo izquierdo sin afectar la presion arterial. Estudios preli-
minares sugieren el potencial uso de GSI en pacientes con hiperten-
sion e hipertrofia cardiaca refractarios a los tratamientos conven-
cionales.

23. PAPEL DE CD163 EN ANEURISMA AORTICO ABDOMINAL

A. Rubio', J.M. Amaro’, I. Buendia', J. Egido', L.M. Blanco’,
J.B. Michel?, O. Meilhac?, J.L. Martin' y J.A. Moreno'

"Laboratorio de Patologia Vascular y Renal, 1IS-Fundacion Jiménez
Diaz, Universidad Auténoma de Madrid. ?Centro de Investigacion
Biomédica en Red de Diabetes y Enfermedades Metabdlicas
Asociadas (CIBERDEM). 3INSERM U698, Hopital Bichat.

Objetivo: El aneurisma adrtico abdominal (AAA) es una enferme-
dad inflamatoria croénica, caracterizado por la presencia de macro-
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fagos infiltrantes, los cuales juegan un papel muy importante en el
desarrollo y evolucion de la enfermedad. Se ha observado que en la
capa adventicial del AAA existe una acumulacion de hemoglobina
(Hb) y hemosiderina. CD163 es un receptor de superficie presente
en macrofagos encargado del aclaramiento tisular de Hb. Nuestro
objetivo fue investigar el papel de la Hb en el reclutamiento de
monocitos y en su posterior diferenciacion a macrofagos que expre-
sen CD163, in vitro y en AAA humanos. Ademas, se estudio el estado
de activacion de los monocitos circulantes de pacientes con AAA.

Métodos: La presencia de macrofagos en la pared arterial de
pacientes con AAA fue determinada por inmunohistoquimica. Los
experimentos se realizaron en monocitos purificados de sangre de
voluntarios sanos estimulados con Hb y medio condicionado proce-
dente de AAA humano. Mediante citometria de flujo se analizaron
las subpoblaciones CD14+CD16-, CD14**CD16* y CD14*CD16* de mo-
nocitos de sangre periférica procedente de pacientes con AAA 'y
voluntarios sanos. Ademas, se determinaron los niveles de expre-
sion de CD163 en cada una de estas subpoblaciones.

Resultados: Se encontraron niveles de expresion de CD163 supe-
riores en la pared del AAA en comparacion con la pared de aorta de
sujetos sanos. CD163 se encontr6 en la capa adventicial de AAA,
coincidiendo con zonas de acumulacion de Hb, hemosiderina, mar-
cadores de estrés oxidativo y adyacentes a microvasos. Ademas se
observo que el secretoma de AAA mostraba niveles superiores de
CD163 soluble (sCD163) en comparacion con los encontrados en el
secretoma de aorta sana. La capa de AAA que mayor secrecion pre-
sento fue la adventicia. Tanto el medio condicionado, como la Hb
promovieron la quimiotaxis de monocitos in vitro. Este efecto fue
mayor en monocitos procedentes de pacientes con AAA. Tanto la
Hb, como el medio condicionado de AAA promovieron la diferencia-
cion hacia macrofagos CD163Me" y HLA-DRY, los cuales presentaron
una gran capacidad de internalizaciéon de Hb y de secrecion de IL-
10. Los pacientes con AAA mostraron niveles elevados de
CD14*CD16*, en comparacion con los voluntarios sanos. La expre-
sion de CD163 en el total de la poblacion de monocitos no mostré
cambios significativos. Sin embargo, los monocitos CD14+CD16*
mostraron niveles de expresion de CD163 superiores en pacientes
con AAA.

Conclusiones: La presencia de Hb promueve la migracion y dife-
renciacion de monocitos, lo que podria explicar el aumento de la
presencia de macrofagos CD163"¢" en la pared de la adventicia de
AAA. Estos macrofagos podrian ayudar a la eliminacion del exceso
de Hb libre presente en el AAA, evitando sus efectos pro-inflamato-
rios y pro-oxidantes.

24. ALTERACIONES EN LA FUNCION DE LA INERVACION
PERIVASCULAR EN ARTERIA MESENTERICA
EN LA DESCENDENCIA ADULTA DE RATAS DIABETICAS

E. Sastre’, D.B. de Queiroz?, L. Caracuel', M. Vallejo', V. Lahera’,
F.E. Xavier?, J. Blanco-Rivero' y G. Balfagon’

'Departamento de Fisiologia, Facultad de Medicina, Universidad
Auténoma de Madrid. ?Departamento de Fisiologia e
Farmacologia, Universidade Federal de Pernambuco, Brasil.
3Departamento de Fisiologia, Facultad de Medicina, Universidad
Complutense de Madrid.

Introduccion: La exposicion intrauterina a una ambiente hiper-
glicémico induce el desarrollo desérdenes metabdlicos, incluyendo
diabetes e hipertension en la vida adulta. En hipertension se incre-
menta la resistencia vascular periférica que esta controlada por
diversos factores: humorales, endoteliales y neuronales; es bien
conocida la participacion de los factores endoteliales en este incre-
mento, mientras que poco se sabe de la participacion de la inerva-
cion perivascular. El objetivo de este estudio ha sido analizar si la
diabetes materna puede provocar alteraciones en la inervacion

perivascular de la arteria mesentérica en la descendencia adulta
de ratas diabéticas.

Métodos: Se utilizaron ratas macho Wistar descendientes de ra-
tas control (O-CR) y diabéticas (O-DR). La diabetes se indujo en el
7° dia de gestacion mediante una Unica inyeccion de estreptozoto-
cina (50 mg/kg peso corporal) A los 6 meses de edad, se midio la
presion arterial mediante pletismografia de la arteria caudal y se
sacrificaron los animales, se extrajo la arteria mesentérica superior
y se analizd la respuesta vasoconstrictora inducida por estimula-
cion eléctrica (EE) en presencia del antagonista «-adrenérgico,
fentolamina; del inhibidor inespecifico de la dxido nitrico sintasa
(NOS), (L-NAME); del antagonista del receptor para el péptido rela-
cionado con el gen de la calcitonina (CGRP), 8-37CGRP. Se analizd
las respuestas vasomotoras a noradrenalina (NA) y al donante de
oxido nitrico (NO), DEA-NO. Se valoro la liberacion inducida por EE
de NA, ATP y NO; y la expresion de la NOS neuronal (nNOS) y su
forma fosforilada (P-nNOS).

Resultados: La presion arterial fue mayor en el grupo O-DR. La
respuesta vasoconstrictora inducida por EE fue mayor en el grupo
0O-DR. La fentolamina redujo la respuesta constrictora inducida por
EE en mayor medida en el grupo O-DR. El L-NAME incremento la
respuesta vasoconstrictora en mayor grado en el grupo O-DR. El
8-37CGRP no modificd la respuesta vasoconstrictora en ningin gru-
po experimental. Las respuestas vasomotoras a NA, y DEA-NO no se
modificaron con respecto al control. La liberacion inducida por EE
de NA, ATP y NO se incrementé en el grupo O-DR. La expresion de
nNOS fue similar en ambos grupos, mientras que la de P-nNOS au-
mento en el grupo O-DR.

Conclusiones: El ambiente hiperglicémico durante el embarazo,
incrementa las funciones vasoconstrictora simpatica y vasodilata-
dora nitrérgica en arteria mesentérica de rata. El efecto neto es un
incremento en la respuesta vasoconstrictora inducida por EE. Estas
alteraciones contribuyen al incremento en la presion sanguinea en
las ratas O-DR.

Subvencionado por Ministerio de Economia y Competitividad
(SAF2012-38530), y Fundacion MAPFRE.

25. INSULINA RESTAURA EL TRANSPORTE DE L-ARGININA
REQUIRIENDO DE LA ACTIVACION DEL RECEPTOR

DE ADENOSINA A, EN ENDOTELIO DE VENA UMBILICAL
HUMANA EN PREECLAMPSIA TARDIA

R. Salsoso’, T. Saez', C. Sanhueza’, F. Pardo’, A. Leiva', A. Mate?,
C.M. Vazquez? y L. Sobrevia'?

"Laboratorio de Fisiologia Celular y Molecular (CMPL), Division de
Obstetricia y Ginecologia, Escuela de Medicina, Facultad de
Medicina, Pontificia Universidad Catdlica de Chile. 2Departamento
de Fisiologia, Facultad de Farmacia, Universidad de Sevilla.

Objetivo: Preeclampsia es un sindrome hipertensivo especifico
del embarazo, clasicamente definido como hipertension arterial y
proteinuria diagnosticada por primera vez a partir de las 20 sema-
nas de gestacion. La preeclampsia esta asociada a una disminucion
en la vasodilatacion placentaria, asi como en la actividad de la
oxido nitrico sintasa endotelial (eNOS) y el nivel plasmatico de L-
arginina en vena umbilical (Mate et al, Drug Discov Today.
2012;17:1307-15). Insulina y adenosina causan vasodilatacion en la
vena umbilical humana involucrando la activacion del receptor de
adenosina A,, (A, AR) y aumento del transporte de L-arginina via
hCAT-1 en células endoteliales de vena umbilical humana (HUVECs)
de embarazos normales (Guzman-Gutiérrez et al, PLoS ONE.
2012;7:€41705); sin embargo, este fendmeno es desconocido en
preeclampsia. La preeclampsia temprana (< 34 semanas de gesta-
ciodn), se asocia a alteraciones graves en la vasculatura placentaria
conduciendo a alteraciones en el crecimiento y desarrollo fetal; no
obstante, no se conoce si la preeclampsia tardia (=34 semanas de
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gestacion) (LOPE) altera la vasculatura fetoplacentaria. El objetivo
de este estudio fue determinar el papel de la activacion de A,,AR
en la ruta L-arginina/NO en respuesta a insulina en HUVECs de
LOPE.

Métodos: La reactividad vascular en respuesta a insulina (0,1-
1.000 nmol/L, 5 min) en ausencia y presencia de adenosina
(1 mmol/L, 5 min) y ZM-241385 (antagonista A,,AR) (10 nmol/L) fue
determinada en anillos de vena umbilical humana pre-contraidos
con KCl (62,5 mmol/L) de embarazos normales oLOPE. Mediante
western blot se determind la abundancia de la proteina del trans-
portador de aminoacidos catidnicos tipo 1 (hCAT-1), A,,AR, eNOS
total (t-eNOS) y fosforilada en Ser'"'”” (PxasiSer-eNOS) o Thr*> (Pya-
siThr-eNOS). El transporte de L-arginina (0-1.000 wmol/L, 3 nCi/
mL L-[*H]arginine, 20 s, 37 °C) fue medido en ausencia o presencia
(8 h) de insulina (1 nmol/L) y/o ZM-241385 en HUVECs de embara-
zos normales o LOPE.

Resultados: LOPE aumenta la capacidad maxima de transporte
de L-arginina, y la expresion y actividad de hCAT-1 y eNOS compa-
rado con embarazos normales. Sin embargo, el efecto de LOPE fue
bloqueado por ZM-24385 (antagonista de A, AR). Insulina revierte el
efecto de LOPE en la capacidad maxima de transporte requiriendo
de la activacion de A, AR. La relajacion en respuesta a insulina de
anillos de vena umbilical humana provenientes de embarazos LOPE
fue menor que en embarazos normales, efecto que fue restaurado
por ZM-241385.

Conclusiones: La reduccion en la respuesta vascular fetoplacen-
taria a insulina podria resultar de la activacion del receptor de
adenosina A,, en embarazos que cursan con LOPE.

Agradecimientos: Fondo Nacional de Desarrollo Cientifico y Tec-
noldgico (FONDECYT 1110977, 11110059, 3130583, 3140532). RS
posee una Beca PUC-PhD de la Facultad de Medicina; TS posee una
Beca CONICYT-PhD.

26. LA FIBULINA-5 ES INHIBIDA EN EL ANEURISMA
DE AORTA ABDOMINAL: PARTICIPACION DE MECANISMOS
EPIGENETICOS

M. Orriols', I. Marti’, A. Guadall’, J.R. Escudero?, J.B. Michel?,
J.L. Martin*, M. Camacho?, J. Martinez' y C. Rodriguez'

Centro de Investigacién Cardiovascular (CSIC-ICCC), 1IB-Sant Pau.
2Laboratorio de Angiologia, Biologia Vascular e Inflamacion y
Servicio de Cirugia Vascular, Instituto de Investigacién Biomédica
(lIB-Sant Pau). 3INSERM U698. “Fundacion Jiménez Diaz.

Objetivo: El aneurisma de aorta abdominal (AAA) es una patolo-
gia inflamatoria crénica caracterizada por un remodelado destruc-
tivo de la pared vascular. La fibulina-5 (FBLN5) es una proteina
elastogénica que participa en el remodelado vascular y que modula
la adhesion, motilidad, proliferacion y supervivencia de las células
vasculares. Nuestro objetivo ha sido analizar la regulacion de la
FBLN5 en el AAAy caracterizar los mecanismos implicados.

Métodos: Se analizaron muestras de aorta aneurismatica y sana,
secretomas vasculares y células musculares lisas de aorta humana
(CMLY). Se analizb la expresion génica vascular por RT-PCR, Wes-
tern-blot e inmunohistoquimica. También se realizaron ensayos de
transfeccion transitoria e inmunoprecipitacion de cromatina
(ChIP). Se analizo el efecto de la administracion de lipopolisacarido
(LPS) en ratones C57BL/6J (LPS, 0,5 mg/Kg, 24 horas).

Resultados: Muestras aneurismaticas humanas muestran una re-
duccion de la expresion y secrecion de la FBLN5 en comparacion
con aortas sanas. En CMLV de aorta humanas, el tratamiento con
estimulos inflamatorios redujo el nivel de expresion (ARNm y pro-
teina) de la FBLN5 y, de modo similar, la expresion de FBLN5S fue
inhibida en la aorta de ratones tratados con LPS. El pre-tratamien-
to con inhibidores de histonas deacetilasas (HDAC) previno estos
efectos. Los estimulos inflamatorios disminuyeron la actividad

transcripcional de la FBLN5. Estudios de delecion seriada y mutagé-
nesis dirigida identificaron dos elementos de respuesta al factor de
transcripcion SOX9 criticos para la actividad transcripcional basal
del promotor de FBLN5. La expresion de SOX9 esta disminuida en el
AAA humano, y su sobre-expresion en CMLV previno la inhibicion de
la expresion de la FBLN5 provocada por estimulos inflamatorios.
Ensayos de ChIP mostraron que el tratamiento con TNFa disminuyo
tanto la asociacion de la histona H3 acetilada al promotor de la
FBLN5 como la union de SOX9 a sus elementos de respuesta. Final-
mente, la inhibicion de HDAC previno estos efectos induciendo la
expresion de SOX9, y aumentando la unidn de SOX9 al promotor de
la FBLN5, normalizado asi la expresion vascular de la FBLN5.
Conclusiones: La disminucion de la expresion FBLN5 podria con-
tribuir al remodelado vascular en el AAA. La inhibicion de la activi-
dad HDAC puede normalizar la expresion FBLN5 vascular a través
de un mecanismo dependiente de SOX9. Estos resultados sugieren
un potencial uso terapéutico de los inhibidores de HDAC en el AAA.

27. LA GALECTINA-3, UNA NUEVA DIANA
EN LA CALCIFICACION VALVULAR EN LA ESTENOSIS
AORTICA SEVERA

E. Martinez!, R. Sadaba?, V. Alvarez?, V. Arrieta?, A. Fernandez!,
A. Melero', J. de Diego? y N. Lopez'

'Navarrabiomed-Fundacién Miguel Servet. 2Area del Corazén del
Complejo Hospitalario de Navarra.

Introduccion: La estenosis adrtica severa degenerativa (EA) es
una enfermedad muy prevalente, cuya incidencia se incrementara
en los proximos anos debido al envejecimiento de la poblacion. La
EA se caracteriza por la inflamacion, fibrosis y calcificacion de la
valvula adrtica. La galectina-3 (Gal-3) es un mediador de inflama-
cion y fibrosis cardiovascular, y regula la osteogénesis en la ateros-
clerosis, siendo su inhibicion beneficiosa.

Objetivo: Analizar si la Gal-3 puede ser una nueva diana tera-
péutica en la calcificacion valvular asociada a la progresion de la
EA.

Métodos: Se utilizaron valvulas control (n = 8) y valvulas de pa-
cientes con EA (n = 68). Los niveles de Gal-3, asi como de los mar-
cadores de inflamacidn, fibrosis y calcificacion fueron cuantificados
en el suero y el tejido valvular mediante ELISA, RT-PCR, western
blot, coloraciones histoldgicas e inmunohistoquimicas.

Resultados: Los niveles de Gal-3 en suero se correlacionaron
con los niveles de Gal-3 en valvula. La expresion de Gal-3 estaba
aumentada en las valvulas de pacientes con EA respecto a las
valvulas control. Ademas, las valvulas de pacientes con EA presen-
taban mayores niveles de moléculas proinflamatorias (interleu-
quina-6, interleuquina-1 beta) y de moléculas profibréticas (cola-
geno tipo |, colageno tipo Ill, TGF-b, CTGF). El grado de
calcificacion y las moléculas osteogénicas (BMP-2, BMP-4, osteo-
pontina) también fueron mayores en las valvulas de pacientes con
EA que en las valvulas control. La expresion de Gal-3 en suero y
en valvula se correlacion6 directamente con los marcadores de
calcificacion BMP-2 y BMP-4.

Conclusiones: Los niveles de Gal-3 en suero se asocian con los
niveles de Gal-3 en valvula. La Gal-3 esta aumentada en el tejido
valvular de pacientes con EA, y se asocia a marcadores de calcifica-
cién valvular. La Gal-3 podria jugar un papel en la calcificacion
valvular y por tanto ser una nueva diana terapéutica en la EA.
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28. LOS RECEPTORES NR4A INCREMENTAN LA EXPRESION
DE LA ANTIPROTEINASA ALPHA-2-MACROGLOBULINA

EN CELULAS MUSCULARES LISAS VASCULARES

Y MODULAN LA ACTIVIDAD DE LAS METALOPROTEINASAS
DE MATRIZ

B. Ferran, R. Rodriguez, O. Calvayrac, J. Alonso, I. Marti,
C. Rodriguez y J. Martinez

Centro de Investigacion Cardiovascular, CSIC-ICCC, IIB-Sant Pau.

Objetivo: Las metaloproteinasas de matriz (MMP) estan implica-
das en el remodelado vascular. Recientemente, los receptores nu-
cleares de la familia RN4A han sido involucrados en la represion
transcripcional de las MMP en tejidos no vasculares. En este estudio
se analizan otros mecanismos que relacionan dichos receptores con
las MMP en células musculares lisas vasculares (CMLV).

Métodos: Los estudios se realizaron en CMLV humanas en cultivo y
se utilizd un modelo animal transgénico que sobre-expresa NOR-1 en
las CMLV (TgNOR-1). Los receptores NR4A (NOR-1, Nurr1 y Nur77) se
sobre-expresaron en CMLV mediante transduccion lentiviral. La acti-
vidad de MMP-2 y MMP-9 fue evaluada mediante zimografia y DQ-
gelatin assay. Los niveles de expresion y de proteina fueron analiza-
dos mediante PCR a tiempo real, Western blot, inmunocitoquimica e
inmunohistoquimica. La actividad transcripcional se analizdé median-
te transfeccion transitoria de vectores reporteros, y se realizaron
ensayos de retardo de la movilidad electroforética (EMSA) y de inmu-
noprecipitacion de cromatina (ChIP). La actividad migratoria de las
CMLV se evalub mediante el método de reparacion de herida.

Resultados: La sobre-expresion de los receptores NR4A redujo los
niveles de ARNm de la MMP-2, pero no de la MMP-9 en las CMLV; sin
embargo, en los sobrenadantes de dichos cultivos disminuyeron tanto
los niveles de proteina como de actividad de ambas MMP. En aorta de
animales TgNOR-1 se confirmo la reduccion de los niveles de expresion
de MMP-2 mediante PCR, Western blot e inmunohistoquimica. Los ni-
veles de expresion de los inhibidores de MMP (TIMP-1y TIMP-2) perma-
necieron invariables; en cambio, aumento significativamente la ex-
presion (ARNm vy proteina) de la alpha-2-macroglobulina (A2M).
Mediante Western blot e inmunohistoquimica se detectaron niveles
significativos de A2M en arterias humanas no ateroscleroticas. El silen-
ciamiento de los receptores NR4A redujo los niveles de expresion basal
de A2M en las CMLV. Se identifico un elemento de respuesta a estos
receptores (NBRE) en la region promotora de la A2M, cuya funcionali-
dad se demostré mediante mutagénesis dirigida, EMSA 'y ChIP. El blo-
queo de la A2M con un anticuerpo especifico o mediante siRNA redujo
parcialmente la inhibicion de la actividad MMP observada. La reduc-
cion de la actividad MMP en células que sobre-expresan los receptores
NR4A se asocié con una menor capacidad migratoria de estas células.

Conclusiones: Los resultados obtenidos demuestran que la A2M
se expresa en la pared vascular y que los receptores NR4A regulan
su expresion en CMLV. Este nuevo mecanismo de modulacion de la
actividad MMP por medio de la A2M confirma la relevancia de los
receptores NR4A en el remodelado vascular.

29. ESPECIES REACTIVAS DE QXiGENO Y PROSTANOIDES
PARTICIPAN EN LA PRODUCCION DE ALDOSTERONA

POR ADIPOCITOS EN HIPERTENSION. PAPEL DE LA KINASA
DE RECEPTORES ACOPLADOS A PROTEINAS G (GRK2)

R. Aras', A. Nguyen?, S. Martinez', R. Vila®, C. Murga?, R. Touyz?,
M. Salaices' y A. Briones'

'Facultad de Medicina, Universidad Auténoma de Madrid.
2Institute of Cardiovascular and Medical Sciences, University of
Glasgow. 3Centro de Biologia Molecular, Universidad Auténoma de
Madrid.

Objetivo: Estudios preliminares indican que 1) los adipocitos son
una fuente de aldosterona en respuesta a Angiotensina Il (Angll);

2) las especies reactivas de oxigeno (ROS) median la produccion de
aldosterona en respuesta a Angll en células adrenales; 3) la hiper-
tension esta asociada con una relaccion reciproca entre ROS deri-
vadas de la NADPH oxidasa y/o de la mitocondria y con la
cicloxigenasa(COX-2) y la sintasa microsomal de prostaglandina E
tipo 1 (mPGES-1) los cuales participan en el dano vascular; 4) la
kinasa de receptores acoplados a proteinas G GRK2 juega un papel
importante en el dafo vascular asociado a la hipertension y regula
la adiposidad. Evaluaremos el papel de ROS y de prostanoides deri-
vados de COX-2/mPGES-1 en la liberacion de aldosterona de los
adipocitos en hipertension y el papel de GRK2 en este proceso.

Métodos: Los estudios se realizaron en tejido adiposo visceral
y/o adipocitos maduros aislados de los siguientes modelos anima-
les: 1) ratones no tratados e infundidos con Angll en ausencia y
presencia del inhibidor de la COX-2 celecoxib o los antioxidantes
apocinina o mito-TEMPO; 2) ratones COX-2/-, mPGES-17/-y GRK2"-y
sus correspondientes ratones wild type infundidos o no con Angll;
3) se usaron también adipocitos de las lineas 3T3-L1 y SW872 esti-
mulados con Angll.

Resultados: 1) La infusion de Angll incremento la expresion géni-
ca de GRK2, COX-2, Nox1, Nox4 y aldosterona sintasa (Cyp11b2) asi
como la actividad NADPH oxidasa y la produccién de H,0,, PGE, y
aldosterona en el tejido adiposo visceral y/o en los adipocitos ma-
duros. La mayor parte de estos efectos se previnieron por el trata-
miento con celecoxib, apocinina o mito-TEMPO y por la delecion de
COX-2, mPGES-1 o GRK2. 2) En las lineas celulares de adipocitos
3T3-L1y/0SW872, Angll incrementd la expresion génica de Cyp11b2
y la produccion de aldosterona que se abolieron por celecoxib, apo-
cinina y mito-TEMPO.

Conclusiones: La relacion entre estrés oxidativo y prostanoides
es responsable de la produccion de aldosterona de los adipocitos en
animales hipertensos, al menos en parte, a través de GRK2. El ex-
ceso de estos mediadores derivados del tejido adiposo podria con-
tribuir al dafo vascular observado en hipertension.

30. PAPEL DE LAS METALOPROTEINASAS 2Y 9 .
EN EL DESARROLLO DE ALBUMINURIA BAJO LA INHIBICION
CRONICA DEL SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA

H. Pulido', L. Agudo?, C. Fernandez?, B. Somoza®, |. Aranguez?,
J. Segura®, R. Kreutz¢, M. Fernandez*, L.M. Ruilope® y G. Ruiz’'

'Instituto de Investigacion i+12, Hospital 12 de Octubre, Instituto
Pluridisciplinar y Facultad de Farmacia, UCM. *Consejo Superior
de Investigaciones Cientificas. 3Departamento de Ciencias
Farmacéuticas y de la Alimentacion, Facultad de Farmacia,
Universidad CEU-San Pablo. “Instituto Pluridisciplinar y Facultad
de Farmacia, UCM. °Instituto de Investigacion i+12. Hospital 12 de
Octubre. Department of Clinical Pharmacology and Toxicology,
Charité-Universitdtsmedizin.

Objetivo: Se ha descrito que tanto la metaloproteinasa (MMP)2
como la MMP9 tienen un papel importante en la fisiopatologia de la
enfermedad cardiovascular y renal. El objetivo del estudio fue ana-
lizar la actividad de estas enzimas en el plasma de pacientes hiper-
tensos que, a pesar de estar controlados con inhibidores del siste-
ma renina angiotensina, desarrollan albuminuria como indicador de
dano renal.

Métodos: La concentracion plasmatica de las MMPs se determind
por ELISAy su actividad por zimografia. Para estudiar la interaccion
entre MMP2 y su inhibidor endogeno (TIMP)2 y entre MMP9 y TIMP1
se desarrollé un novedoso ensayo con la tecnologia AlphaLISA™. Se
utilizo el plasma de 17 pacientes hipertensos controlados normoal-
bumindricos (albUmina/creatinina < 20 mg/g) y 22 pacientes albu-
mindricos, que se separaron en dos grupos: i) 14 con albuminuria
moderada (albumina/creatinina < 200 mg/g) ii) 8 con albuminuria
severa (albumina/creatinina > 200 mg/g). El estudio de la activi-
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dad de las MMPs en rifidn se realiz6 en el modelo de rata normoten-
sa y espontaneamente albuminurica MWF, y se comparé con ratas
normoalbumindricas y espontaneamente hipertensas (SHR) y ratas
controles Wistar Kyoto (WKY) de 12 semanas (n = 6 por grupo).
Dado que la albuminuria es atribuible a un locus localizado en el
cromosoma 8, se utilizaron ademas, ratas MWF en las que se susti-
tuy6 este cromosoma por el respectivo de SHR, dando lugar a las
ratas consomicas MWF-8R,

Resultados: Los pacientes con albuminuria tanto moderada
como severa, no presentan diferencias significativas en la concen-
tracion plasmatica de las MMPs en comparacion con los normoalbu-
minuricos. Sin embargo, muestran un incremento significativo en
su actividad. Este incremento fue del 75% para MMP2 en pacientes
con albuminuria moderada y del 84% en pacientes con albuminuria
grave. El incremento de actividad de MMP9, fue del 55% en pacien-
tes con albuminuria moderada y del 49.3% en pacientes con albu-
minuria grave. Ademas se observa una correlacion positiva entre el
grado de albuminuria de los pacientes y la actividad tanto de MMP2
(r =0,47; p = 0,0031), como de MMP9 (r = 0,53; p = 0,0008). La in-
teraccion entre MMP2/TIMP2 y MMP9/TIMP1 fue significativamente
inferior en los pacientes albumindricos. Los resultados en el mode-
lo experimental muestran que la actividad enzimatica en plasmay
rindn de MMP2 y MMP9 fue significativamente mayor en las ratas
MWF en comparacion con las WKY. Ademas, para las ratas MWF
existe una correlacion directa entre la actividad de la MMP9 renal
y sistémica. Este aumento en la actividad de las MMPs se ve redu-
cido hasta niveles basales en las ratas consomicas MWF-8°R,

Conclusiones: El aumento de la actividad de las MMPs es especi-
fico del desarrollo de albuminuria en pacientes hipertensos, incluso
cuando existe un buen control de la presion arterial con inhibidores
del SRA. El incremento de la actividad de las MMPs a nivel sistémico
podria reflejar un incremento la actividad de estas enzimas a nivel
tisular. En la practica clinica, la exclusiva determinacion de la con-
centracion sistémica de las MMPs, podria no estar reflejando su
actividad real.
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31. EL PROTEOMA DE LAS MICROVESICULAS
CIRCULANTES CONSTITUYE UNA NUEVA FUENTE

DE BIOMARCADORES PARA LA EVALUACION

DE LA RESPUESTA TERAPEUTICA EN PACIENTES
MICROALBUMINURICOS CON BLOQUEO DEL SISTEMA
RENINA-ANGIOTENSINA
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Objetivo: La albuminuria es un potente predictor de eventos
cardiovasculares y renales. La ineficiencia de la supresion del siste-
ma renina-angiotensina (SRA) esta asociada con la aparicion de al-
buminuria. Las microvesiculas son liberadas al torrente circulatorio
por determinados tipos celulares a consecuencia de procesos de
transporte, activacion o muerte celular. El recuento de microvesi-
culas circulantes de origen plaquetario y endotelial ha demostrado
tener un importante papel como biomarcador cardiovascular. Por lo
tanto, el proteoma de estas microvesiculas podria reflejar los pro-
cesos subyacentes en pacientes con hipertension arterial (HTA) y
albuminuria. El objetivo principal del presente estudio fue el ana-

lisis del proteoma de las microvesiculas circulantes en sangre de
pacientes con albuminuria prolongada o desarrollada de novo, en
comparacion con un grupo normoalbumindrico de pacientes hiper-
tensos con bloqueo del SRA, con el fin de aportar nuevos biomarca-
dores de riesgo cardio-renal y de eficiencia terapéutica.

Métodos: En este estudio, se ha analizado el contenido proteico
de las microvesiculas circulantes mediante marcaje isobarico
iTRAQ por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de ma-
sas (LC-MS/MS), en pacientes con albuminuria, prolongada o desa-
rrollada de novo, frente a pacientes normoalbumin(ricos con HTA,
con el fin de identificar biomarcadores con valor pronostico. Las
microvesiculas han sido aisladas mediante un protocolo de ultra-
centrifugacion optimizado para evitar la contaminacion de protei-
nas del plasma. La pureza de la fraccion aislada ha sido verificada
mediante microscopia electronica y confocal, western blot y cito-
metria de flujo.

Resultados: El andlisis protedmico de microvesiculas circulantes
ha permitido definir un grupo de 23 proteinas cuya expresion apa-
rece alterada en un contexto de ineficacia del tratamiento tera-
péutico antihipertensivo. Algunas de estas proteinas reflejan feno-
menos de disfuncion endotelial, inflamacion y un entorno
pro-trombético en los pacientes albumindricos.

Conclusiones: El estudio realizado ha mostrado el valor del pro-
teoma de microvesiculas circulantes como fuente no-invasiva de
biomarcadores alternativa al plasma. Ademas, presenta la ventaja
de evitar el elevado rango dinamico de concentracion de este lti-
mo. Las proteinas diferencialmente expresadas por las microvesi-
culas evidencian una mayor disfuncion endotelial, inflamacion y
riesgo trombotico asociados con el desarrollo de albuminuria, lo
que muestra su potencial valor en el seguimiento de pacientes con
HTA.

32. UNA ISOFORMA ALTERNATIVA DEL GEN P22PHOX
DISMINUYE LA ACTIVIDAD NADPH OXIDASA .
Y SU EXPRESION SE ASOCIA CON LAS CIFRAS DE PRESION
ARTERIAL SISTOLICA

A. Pejenaute’, G. San José?, P. Saldanha?, M. Fortin Landecho?,
0. Beloqui®, A. Fortuno?y G. Zalba'
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Objetivo: La activacion de la familia de las NADPH oxidasas (NO-
Xes) se asocia con la hipertension arterial (HTA) y la enfermedad
vascular. Una mayor expresion de p22phox, una subunidad comin
del citocromo de NOX1, NOX2 y NOX4, asi como la presencia de
ciertas variantes alélicas, se asocian con una mayor actividad de
las NOXes, con la HTA y con el riesgo cardiovascular. El presente
estudio pretende identificar nuevas isoformas de p22phox, y estu-
diar su relevancia en la activacion de las NOXes, y en la fisiopato-
logia de la HTA y de la enfermedad vascular.

Métodos: Las potenciales isoformas de p22phox se identificaron
mediante un screening en genotecas de cDNA-Marathon. Las isofor-
mas identificadas fueron clonadas en un vector de expresion ade-
noviral. La expresion proteica de p22phox, la actividad NADPH oxi-
dasa y la actividad caspasa, se analizaron en células endoteliales
de aorta bovina, por Western blot, luminiscencia y colorimetria,
respectivamente. La expresion del mRNA de las isoformas de
p22phox se determiné mediante PCR, en células blancas mononu-
cleadas obtenidas de una poblacion de individuos asintomaticos
(n = 220).

Resultados: El screening por PCR de una genoteca cDNA-Ma-
rathon identifico, ademas de la isoforma salvaje, una isoforma al-
ternativa de p22phox que carecia del exon 4. La delecion del domi-



20.2 Reunion Nacional Sociedad Espaiiola de Hipertension-Liga Espafola para la Lucha contra la Hipertension Arterial 15

nio codificado por este exdn no alteraba el marco de lectura de
esta isoforma alternativa, que generaba una proteina de menor
tamafio de 19 kDa. En comparacion con los efectos obtenidos al
expresar la isoforma salvaje de p22phox, la expresion de la isofor-
ma alternativa se asocié con una menor actividad NADPH oxidasa y
con una menor activacion de caspasas. En el estudio en humanos
encontramos que los niveles de mRNA de la isoforma salvaje eran
sustancialmente mucho mas altos que los de la isoforma alternati-
va. Es interesante resaltar que la expresion de la p22phox alterna-
tiva correlacionaba positivamente con las cifras de presion arterial
sistolica; sus niveles también correlacionaban con los niveles de
expresion de la isoforma salvaje y con los valores de actividad
NADPH oxidasa.

Conclusiones: Nuestros resultados nos permiten especular con la
posibilidad de que la isoforma alternativa sea un reflejo de situa-
ciones de estrés oxidativo crénico, que pudiera actuar como un
modulador de la activacion de las NOXes y de sus efectos deleté-
reos. La caracterizacion de los mecanismos que favorecen la expre-
sion de esta isoforma permitiria en un futuro disefar nuevas accio-
nes terapéuticas encaminadas a prevenir la activacion de las NOXes
y sus efectos oxidantes en la HTA.



