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Introduccién

Los lipid rafts se definen como dominios especializados de la membrana celular, enriquecidos en
esfingolipidos (SLs) y colesterol (Col). Las caveolas son un tipo especializado de rafts, que se caracteriza
por su estructura invaginada de 50-100 nm de diametro, revestida y estabilizada por caveolinas y cavinas,
entre otras proteinas. La naturaleza dinamica de estos dominios y la inclusién especifica de ciertas
proteinas de membranay de moléculas de sefializacion (y la exclusion de otros) hacen que estos dominios
sean considerados plataformas para la coordinacion de vias de sefializacién que regulan numerosisimas
funciones celulares. En el musculo cardiaco, por ejemplo, la proximidad fisica de moléculas que integran
vias de transduccion de sefiales, como quinasas y fosfatasas, que regulan la actividad de numerosos
canales idnicos, constituye una instancia determinante de la velocidad, eficiencia y especificidad de la
respuesta celular producida y, en definitiva, de la contractilidad cardiaca. Se ha demostrado que la
translocacion, altamente regulada, de algunas proteinas de sefializacion y canales i6nicos, entre caveolas
y dominios de membranas no-caveola, constituye, per se, un mecanismo regulatorio de su actividad y, por
ende, de la via de sefializacion en la cual participa la proteina en cuestion. Mas aun, la presencia de
transportadores idnicos en caveolas tiene otro tipo de relevancia funcional ya que se ha determinado, para
distintos canales, que el entorno lipidico constituye también un factor determinante de su actividad.

Objetivos

Considerando que la actividad del intercambiador NHE-1 se encuentra incrementada en ratas
epontaneamente hipertensas (SHR) nos propusimos como objetivo general Estudiar la regulacion de la
actividad del intercambiador Na" /H" miocardico (NHE-1) por microdominios de membrana y sus posibles
implicancias en la contractilidad cardiaca. En este marco conceptual, los objetivos especificos son:

- Estudiar la composicion lipidica de membrana en ventriculos izquierdos y glébulos rojos de ratas
normotensas wistar (W) y SHR.

- Poner a punto del método para aislar dominios de membrana tipo caveolas en ventriculos izquierdos de
ratas Wy SHR.

- Estudiar lalocalizacion de NHE-1 en dichos dominios de ventriculos de ratas Wy SHR.

Materiales y métodos

Trabajamos con fantasmas obtenidos a partir de glébulos rojos y ventriculos izquierdos de ratas Wy SHR.
Para las determinaciones de composiciones lipidicas los lipidos totales fueron extraidos por el Método de
Folchy las distintas clases lipidicas se analizaron por HPTLC-densitometria. Para la obtencion de dominios
de membrana ensayamos la técnica de las Membranas Resistentes a Detergentes (DRMs) y la localizacion
de proteinas marcadoras la realizamos por Western Blot.

Resultados

Composiciones lipidicas (acidos grasos totales y clases lipidicas):

-globulos rojos de eritrocitos: obtuvimos resultados con diferencias significativas en los acidos grasos
oleico (18:1), DTA (22:4n-6) y DHA (22:6n-3) entre ratas W y SHR; el indice w3/w6 calculado fue
significativamente mayor en fantasmas de ratas W frente a las SHR; no se observaron diferencias
significativas correspondientes a clases fosfolipidicas, entre ratas Wy SHR.

- ventriculos izquierdos: se observaron diferencias significativas en la relacion insaturados/saturados entre
ratas W y SHR. El contenido de triacilglicéridos (TAG), Col y diacilglicéridos (DAG) entre ratas W y SHR
mostro diferencias significativas (aumenta TAG y disminuyen Coly DAG en W vs SHR).

Caveolas y localizacion de NHE-1:

Eltransportador NHE-1 se localiza en dominios tipo caveola de ventriculo izquierdo, enratas Wy SHR.

Conclusiones

- las composiciones lipidicas realizadas mostraron diferencias significativas entre ratas Wy SHR, aunque
resulta llamativo que las diferencias encontradas no son coincidentes con lo reportado en bibliografia;

- las diferencias de composiciones lipidicas entre ratas W y SHR no parecen afectar la organizacion de
dominios tipo caveolas;

- la puesta a punto del método de aislamiento de caveolas nos permitira continuar con el estudio del rol
desempefado por este tipo de dominio de membrana en la actividad del intercambiador NHE-1.
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