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Explorar si la apoA-| administrada de manera aguda ejerce efectos cardioprotectores

,_ e o | — relacionados a mejorar el estado redox y la bioenergetica mitocondrial en el miocardio de
Ripertension Enfermedades Infarto de miocardio | ratas espontaneamente hipertensas (SHR).
arterial - 4 | —> Hipertrofia cardiaca
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/ /\ Obtencion de la apoA-1 WT (wild type). Se produjo de manera recombinante expresandola en cultivos de E.
: HDL A Coli. Brevemente, los genes de las apoA-l se clonaron en el plasmido peT30 bajo un promotor inducible
456 por IPTG. La purificacion de las proteinas se realizo por cromatografia de afinidad matriz IMAC-sepharosa
kapoA-I ) puesto que la construccion tiene un tag de histidinas en el extremo N-terminal. Se realizaron SDS PAGE
- . \ para evaluar la pureza de la muestra.
— | Hiperactividad'” \/
oxidativo | *= | del NHE-1 ? -Animales. Ratas macho SHR (modelo de HC hipertensiva). -
i _ ) ’ Se emplearon cardiomiocitos aislados enzimaticamente mediante el método de -
Alteraciones Langendorff. Empleamos 2 concentraciones de apoWT (0.2ug/ml y 2ug/ml). T .

mitocondriales’

-Potencial de membrana mitocondrial y produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS). Se
determinaron la caida del potencial de membrana mitocondrial inducida por H,0, 200 uM v la produccion
de especies reactivas del oxigeno por epifluorescencia en cardiomiocitos aislados cargados con TMRE vy
DCFDA, respectivamente.

-Protocolo de isquemia-reperfusion. Los corazones se perfundieron con el método de Langendorff. La
funcion miocardica se evaluo a través de la presion desarrollada en el ventriculo izquierdo (LVDP),
obtenida restando el valor de LVDEP a la PVI. La rigidez miocardica durante la reperfusion y la contractura
Isquémica se evaluaron a traves de la LVEDP. El tamaino del infarto en los corazones se determino¢ al
Explorar si la apoA-l administrada de manera exégena ejerce  termino de la reperfusion mediante tincion con sales de trifeniltetrazolio. Se determino el area de infarto

efectos cardioprotectores relacionados a mejorar del estado ~ ¢°mMo porcentaje del area de riesgo.
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Figura 1. Expresién y purificacion de apoA-l. Esquema que representa la Control apoA-| 0 1020 30 40 5:)“?: 70 80 90100110 0 10 20 30 40 5&?: 70 80 90100110
purificacion de la apo recombinante en E. coli. En resumen, la construccion WT
HisTag-apoA1 se encuentra clonada en el pET30a, separadas ambas secuencias
por un puente acido labil Asp-Pro. Partiendo del stock de glicerol las bacterias se ~ Figura 2. La exposicion aguda a apo A-l 1 disminuye el tamano del infarto (A), tiende a mejorar la funcion
cultivaron en medio LB + kanamicina. Cuando alcanzaron D.O. 600nm= 0,5 se  contractil (B)y a disminuir la contractura inducida por la isquemia-reperfusion (C). *indica p<0.05 vs control,
indujo la expresion de HisTag-apoA1 por IPTG. A posterior se cosecharon las  testde I.
bacterias por centrifugacion y se lisaron las células con Gnd-HCI 6 M. El extracto

se dializé y clarificé para luego ser purificado por cromatografia de afinidad
utilizando una columna cargada con Imac Sheparose6 Fast Flow + NiSO4. La

fraccion de elucion con HisTag-apoA1 pura se tratdo con ac. Formico 45% durante Control apoA-I ipOA-l
5h a 60°C para favorecer la ruptura del puente Asp-Pro entre HisTag y apoAf1. A cC
Luego de dializar exhaustivamente (Tris 20 mM pH 8 CINa 150 mM) la muestra se

purificO nuevamente por cromatografia de afinidad para separar HisTag de 0 min

apoA1. Ambas cromatografias se chequearon por SDS PAGE 14%. Por ultimo,
la fraccion conteniendo apoA1 pura se dializé y cuantifico por Bradford para luego
seralicuotada y almacenadaa-80°C.
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Figura 3. La exposicion aguda a apoA-1 disminuye la produccion de ROS en Figura 4. La preincubacion con apoA-1 de los cardiomiocitos aislados evitd la caida del potencial de
cardiocitos aislados de SHR. Se muestran resultados promedio de la actividad membrana mitocondrial inducida por H202. A. Micrografias representativas de los cadiomiocitos cargados con
enzimatica al cabo de 15 min en corazones perfundidos .* indica p<0.05 vs @ TMRE. B. Curso en el tiempo del potencial de membrana mitocondrial en presencia de H202. C. Resultados
control. TestANOVA. promedio alos 10 min respecto al tiempo cero. * indica p<0.05 vs control, Test ANOVA.
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