- TT—

Universidad Nacional de Tucuman

Facultad de Ciencias Naturales e LM.L

Tesis para optar por el grado académico de

Doctor en Ciencias Biologicas

FISIOPATOLOGIA DE LA DISFUNCION
VASCULAR ASOCIADA A FACTORES DE
RIESGO CARDIOMETABOLICO

Lic. Cs. Biol. Gabriela del Jesus Alarcon
INSIBIO-CONICET
2018




Instituto Superior de Investigaciones
Biologicas

INSIBIO

Z

Y

V17
> /:\i"’//\(ﬁ C
M »

S 4 =

\ » {
' |

CONICET %
U N T

FISIOPATOLOGIA DE LA DISFUNCION

VASCULAR ASOCIADA A FACTORES DE

RIESGO CARDIOMETABOLICO

Tesista: Lic. Gabriela del Jesus Alarcon
Director: Dra. Susana Jerez
Co-director: Dra. Maria Peral

2018



Universidad Nacional de Tucuman

Facultad de Ciencias Naturales e I.M.L

Autoridades de la
Facultad de Ciencias Naturales e IML

Decano
Dr. Hugo Rafael Fernandez
Vicedecana
Dra. Norma Lidia Nasif
Secretaria Académica
Dra. Alejandra Maria Kortsarz Gonzalez



Memoria que presenta la Licenciada en Ciencias Bioldgicas,
Gabriela del Jesus Alarcon para aspirar al grado superior de

Doctora en Ciencias Bioldgicas.

Los trabajos de Investigacion que se exponen en la presente memoria de Tesis
Doctoral, fueron realizados en el Instituto Superior de Investigaciones Bioldgicas
(INSIBIO-CONICET-UNT) bajo la direccidon de la Dra. Susana Jerez y la co-direccion

de la Dra. Maria Peral.

Director Co-Director

Dra. Susana Jerez Dra. Maria Peral



LOS RESULTADOS DE LA PRESENTE TESIS DOCTORAL DIERON LUGAR A LAS

SIGUIENTES PUBLICACIONES CIENTIFICAS:

TRABAJOS PUBLICADOS:

1. HIGH FAT DIET INDUCED METABOLICALLY OBESE AND NORMAL WEIGHT RABBIT
MODEL SHOWS EARLY VASCULAR DISFUNCTION. ALARCON G.; ROCO J.; MEDINA
M.; MEDINA A.; PERAL M.; JEREZ S. INTERNATIONAL JOURNAL OF OBESITY. 2018;
42(9): 1535-1543.

2. STEAROYL-COA DESATURASE INDEXES AND n-6/n-3 FATTY ACIDS RATIO AS
BIOMARKERS OF CARDIOMETABOLIC RISK FACTORS IN NORMAL WEIGHT RABBIT
FED HIGH FAT DIETS. ALARCON G.; ROCO J.; MEDINA A.; VAN NIEUWENHOVE C.;
MEDINA M.; JEREZ S. JOURNAL OF BIOMEDICAL SCIENCE. 2016; 23:13.

RESUMENES PUBLICADOS EN REVISTAS DE CIRCULACION PERIODICA:

1. HIGH FAT DIET INDUCED METABOLICALLY OBESE AND NORMAL WEIGHT RABBIT
MODEL SHOWS EARLY VASCULAR DYSFUNCTION. ROLE OF CYCLOOXYGENASE-2
IN NORMAL OXIDATIVE STATUS. ALARCON G.; ROCO J.; MEDINA M.; MEDINA A ;
JEREZ S. Reunién Conjunta de Sociedades de Biociencias. ISSN:1669-9106.
Medicina. 2017; 77(1): 281.

2. PLATELET AND FIBRIN NETWORK MORPHOLOGY ALTERATIONS IN A RABBIT
MODEL OF DIET INDUCED CARDIOMETABOLIC SYNDROME. MEDINA M.; ALARCON
G.; ROCO J.; MEDINA A; ERINBAGUE M. Reunién Conjunta de Sociedades de
Biociencias. Medicina. ISSN: 1669-9106. 2017; 77(1): 282.

3. EVIDENCIA DE UNA INTERACCION ENTRE LOS RECEPTORES MAS Y AT, EN LOS
EFECTOS VASCULARES DE ANGIOTENSINA 1-7 IN VITRO. ALARCON G.; ROCO J,;
PERAL M.; JEREZ S. XXIII Congreso Argentino de Hipertensidn Arterial. Hipertension
y Riesgo Cardiovascular. ISSN: 1889-1837. 2016; 33(2): 11.



4.

ESTUDIO DE LOS MECANISMOS DE DESENSIBILIZACION A LA ANGIOTENSINA Il EN
AORTA DE CONEJOS HIPERCOLESTEROLEMICOS CON SINDROME METABOLICO.
ALARCON G.; ROCO J.; SIERRA L.; MEDINA A.; PERAL DE BRUNO M.; JEREZ S. XXII
Congreso Argentino de Hipertesion Arterial. Hipertensién y Riesgo Cardiovascular.
ISSN: 1889-1837. 2015; 32(2): 45-95.

DISMINUCION DE LA ACTIVIDAD DE LA DELTA 9 DESATURASA E INCREMENTO DEL
INDICE OMEGA-6/0OMEGA-3 RELACIONADOS CON EL SINDROME METABOLICO EN
UN MODELO ANIMAL ALIMENTADO CON UNA DIETA RICA EN GRASAS Y
COLESTEROL. MEDINA M.; VAN NIEUWENHOVE C.; ALARCON G.; MEDINA A.; JEREZ,
S. XXIl Congreso Argentino de Hipertesion Arterial. Hipertension y Riesgo
Cardiovascular. ISSN: 1889-1837. 2015; 32(2): 45-95.

DISFUNCION VASCULAR ASOCIADA A FACTORES DE RIESGO CARDIOMETABOLICO
EN CONEJOS JOVENES ALIMENTADOS CON UNA DIETA RICA EN GRASAS Y
COLESTEROL. ALARCON G.; ROCO J.; PEREZ ABRAHAM A.; SIERRA L.; PERAL DE
BRUNO M.; JEREZ S. Reunidn Anual de la Sociedad Argentina de Fisiologia.
Physiological Mini-Reviews. ISSN: 1669-9106. 2014; 7: 44.

INTOLERANCIA A LA GLUCOSA Y DISFUNCION VASCULAR EN CONEJOS JOVENES
ALIMENTADOS CON UNA DIETA RICA EN GRASAS DURANTE UN CORTO PERIODO
DE TIEMPO. PEREZ ABRAHAM A.; ROCO J.; ALARCON G.; SCACCHI F.; SIERRA L,;
PERAL DE BRUNO M.; JEREZS. LVIII Reunién conjunta anual: Sociedad Argentina de
Investigacion Clinica; Sociedad Argentina de Fisiologia; Sociedad Argentina de
Farmacologia Experimental. Medicina. ISSN: 1669-9106. 2013; 13(3):201-294.

CALCIUM RESPONSE IN AORTA FROM RABBITS WITH METABOLIC SYNDROME.
SCACCHI F.; ALARCON G.; ROCO, J.; COSTILLA C.; PERAL DE BRUNO M.; JEREZ S. XXIX
Reunidn Cientifica Anual de la Sociedad de Biologia de Tucuman. Biocell. ISSN:

0327-9545. 2012; 37(2): A-66.



TRABAJOS PRESENTADOS EN CONGRESOS:

1. DISMINUCION DE LA ACTIVIDAD DE LA DELTA 9 DESATURASA E INCREMENTO DEL
INDICE OMEGA-6/OMEGA-3 RELACIONADOS CON EL SINDROME METABOLICO EN
UN MODELO ANIMAL ALIMENTADO CON UNA DIETA RICA EN GRASAS Y
COLESTEROL. MEDINA M.; VAN NIEUWENHOVE C.; ALARCON G.; MEDINA A.; JEREZ
S. Xl Jornadas de Comunicaciones de la Facultad de Cs Naturales e I.M.L. Serie
monografica y didactica. ISSN: 0327-5868. 2015. Tucuman-Argentina

2. EFECTOS DE LA ANGIOTENSINA 1-7 EN AORTAS AISLADAS DE CONEJOS. ALARCON
G.; SCACCHI F.; ROCO J.; MEDINA M.; PERAL DE BRUNO M.; JEREZ S. Presentado en:
XIV Reunidn de Investigacion en Ciencias de la Salud de la Facultad de Medicina de
la UNT. ISSN: 978-9987-1366-32-3.2012. Tucuman-Argentina. X| Jornadas de
Comunicaciones. Facultad de Cs Naturales e I.M.L. Serie monogréfica y didactica.
ISSN: 0327-5868. 2012. Tucuman-Argentina.

3. INTOLERANCIA A LA GLUCOSA Y DISFUNCION VASCULAR EN CONEJOS JOVENES
PEREZ ABRAHAM A_; ROCO J.; ALARCON G.; SCACCHI F.; SIERRA L.; GIRIBALDI R;;
MEDINA M.; SAAD S.; PERAL DE BRUNO M.; JEREZ, S. Xl Jornadas de
Comunicaciones. X| Jornadas de comunicaciones. Facultad de Cs Naturales e |.M.L.
Serie monografica y didactica. ISSN: 0327-5868. 2013. Tucuman-Argentina.

4. LINFOCITOSIS Y ALTERACIONES MORFOLOGICAS DE LOS ERITROCITOS
PRODUCIDAS EN CONEJOS POR EL CONSUMO DE DIETAS RICAS EN GRASAS.
GIRIBALDI R.; MEDINA M.; SAAD S.; SIERRA L.; KARVINER S.; ROCO J.; PEREZ ABRAM,
A.; ALARCON G.; JEREZ. S. XI Jornadas de Comunicaciones. Facultad de Cs Naturales
e I.M.L. Serie monografica y didactica. ISSN: 0327-5868. 2013. Tucuman-Argentina.



A mi madre... (In Memoriam)

La luz que iluminé mi camino.



AGRADECIMIENTOS

= A mifamilia por el apoyo brindado

= A mi directora, Dra. Susana Jerez por su confianza y dedicacién a mi formacidn
académica.

®= A mico-directora Dra. Maria Peral de Bruno, por la transferencia de conocimientos.

= A miamigay compafera de laboratorio Julieta Roco, por su amistad incondicional.

= Ala Dra. Mirta Medina por sus consejos y ensefianza.

= AlaDra. Liliana Sierra por la ayuda y compaifiia brindada.

= A mis compafieras Agostina Valoy, Agustina Gonzalez, Analia Medina por su apoyo

y compaiierismo.



INDICE

. ANEECEABNTES GENEIAIES ...ttt ettt ettt et sb e st sae e s b et e bt e s be e e sbbesbeeenseesneees 8
1.1. Individuos metabdlicamente obesos con peso Normal (MOPN) .........ccccueeeeceeieeciieeecceeeeree e eeieee e seaee e 10
1.2, SiNArOME MELADOIICO ......c..ooeieeieiiiiieiieieeee ettt ettt sbe e sb et e e e e sneesreenreeas 11
1.2.1. Definicion actual de Sindrome MetaBOlICO ...............oeeccuueeeeciii et eecee e e s e e et e e s eaae e e sraeeean 11
1.2.2. Criterios de diagndstico del Sindrome MetabOliCo .............cocuieiueiiiiiiiiiiiieiieet e 12
1.3. Estados alterados de regulacion de 10 GIUCOSQ..............cccooiueiiiiiiieiiiieiieet e 14
1.4, DiSHIPIOEIMIUQ ...ttt ettt ettt ettt et be e s bt e be e e bt e e bt e e bt e e bt e e bt e e s aee e be e e naee e bt e e nareenneeas 15
1.5. Citoquinas ProiNflamMQEOriQs ...........ccuieiueiiiiiiie ettt ettt ettt e s b e saaeesbe e e saneebee s 15
1.6, FUNCION VASCUIGL ...ttt ettt et e b e b ettt st s bt sbeesbe e bt e st saeesneenbaenreens 17
1.6.1. Endotelio y disfuncion @nAOteliQl..................cccuueeecuieeeiiiie e e e st e e et e ee e e e s rtae e e e sata e e s eaaae e saraeaan 17
1.6.1.1.0XIAO NIEFICO ..ottt bbb 18
1.6.1.2.0XId0 NItFiCO ENUOLENIAL .......coeveveiereveeieieviseieeietie sttt 19
I I Ly - 0 ([0 [0 1 1o SR 21
1.6.1.4.Resistencia la insulina y disfuncion ENdotelial ................coccooiueriiiiniiiniiienieesiieseeesee e 23
1.6.2.5istema RENING-ANGIOTENSING ..........ccoccueiiiiiieiiiieee ettt ettt s e s e e e s eabae e s snree e s sreeeseans 24
1.6.2.1.Sistema Renina Angiotensing y SIndrome MetabOliCO .............ccuueeecieeeeciiiieeiee e eeaee e 25
1.6.3. SiStema@ NErvioSO AGIrENEIGICO ...........uueeccuueeeeiieeeecteeeeeiteeeeeite e e eeaee e e s taeeeesateeeseaaaeesbreaeesteeesessseesnsreeenn 26
A 0 [ [0 To ) ([ =14 1o XY 1T UURR 27
1.8. Potencial de Membrana y Canales de Potasio K* en el Musculo Liso Vascular ...............cccccouveeecvuneeecnnennn. 29
L0 =30 A o X 32
HI. HIPOEESIS 0 TIADGJO. ......coeeeeeeietceectt ettt e e s s s s b s n s s enasens 33
JAVA 1Y =2 o Yo [o) (oo [ (e M CY=T 4 T=d g | A SRR 34
1.1. Desarrollo de modelos @XPeriMENTAIES.............ccecvecieecececceee ettt st s et b s s s s s ea s bessasensenns 34
1.2. DietAs EXPEIIMENTAIES ......ccccceeeeiiiieeeee ettt e e e e et e e e e e e s e eata e e e e e e s e s s taeeeeeesesastaaeaaeeeesastataaaeeessansssrannes 35
1.2.1. Ingredientes y Preparacion de 10 QiBTAS ..............ccueeeccueeeeeciieeecieeeectieeeeete e e tee e e tae e e esate e e e eaaee e eaaeaaan 36
Lo 10 =4 e R T e e I 3 (L C ) R 36
b)Dieta hipercolesterolémica Gl 1% (DH) ....occuoeeeiiieeiie ettt sttt e s be e st esbe e sreesaneenns 36
C)DiIEA MIXTA (DIM) ..ottt e e e st e e e e e s e et e e e e e e sesaabaareeeesesssabaareaeeeesastssaeaeeeesanssnraeneas 37

V. TECNICAS GENEIAIES ....oooeoooereeeeee e eeecttee e e e e ettt e e e e e s e sbas e e e e e e e seasbabaeeeeeesesssraeeeeessennsstssreeessennntes 39



1.Pardmetros CliNiCOS Y BIOGQUIIMICOS ...........ceeecueeeeeiiieeeceeeeesteeeeetesestaeeeesataeeeeataeesassaeeesssseseesseeesensseeesnseeenn 39

1.1.Prueba de tolerancia G 1Q GIUCOSQ .............ccuueeeecuueeeeiieee et eectee e ecee e s e e e e te e e s are e e s taeeeeataeesennaeeesnaeeean 39
1.2.Medicion de presion arterial media y frecuencia CardiQca.............ccueuicuueeeeiieieeciieeeccieeeeceeeeeceee e eeveeean 39
I =T {1 I o) o [ oo TSR 39
Lo 1o Y IO 40
1.5, Proteina C reacCtiVa (PCR)......c..cccueeeueeieieeeieescieeeiteesteeete e s teesteessteasasessnteassseesaseasssessnteassseesssessssessnsennsensns 40
1.6. Determinacion de Nitrit0S €N PIASMIQ ............ocueiieiiiiiiiii ettt ettt s sbe e saeeesnee s 40
1.7, ESEIES OXIAAEIVO. ...cc..eeeeieieiieeiee ettt ettt ettt e bt e e bt e bt e s bt e e bt e e bt e e s bbe e be e e sbteeabeeesnneenneeas 41
F.7.0. TBAES ettt ettt st s b s bt e bt e bt et et e h et Rt e Rt e Rt Rttt sanesheesbeenR e e et e et eneeeneeereenreea 41
A)- Determinacion de TDAIS €N SUEKO ..........cc.ueeeecueeeeiieeeeseeeeeiteeesiveeeestteeesetaeeesssseesasstseesssseessassesessssseseanes 41
B)- Determinacion de Thbars en HigAdO Y RifION ............ccccuuieieiueeeeiiiieeeeciee e eeieeeesteeeeestee e seaveaeesatae e sesaaeesraeaaan 42
1.7.2. Determinacion de 1o Relacion GSH / GSSG €N SUBKO .......ocecuueeeeeeeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeteeesesesiaseteeesesssssaneeeees 43
1.8. EXLracCion de OrgamnOsS Y GIUSOS .......cueevuueeeueteiueeeiieeesite ettt e siee ettt e bt e sbe e e sbtessbeeesateebeeesseesabeeesateesbeeesaneenneeas 43
2. TECNICAS MOICCUIAIES.......c.eeeeeeieiieeiei ettt ettt e sttt e st at e e sab e sate e sabeeeateesabeennneenas 44
2.1, INMUNORISEOGUIIMICE ...ttt ettt ettt et ae e st e e ae e e s abeesae e e sabeesneeesabeesateesabeesnneenas 44
bV (=T ¢l o] Lo 1 1 o F USSP 45
3. REACHIVIAAU VASCUIDL ...ttt st st sbe e bttt et s st e s b e e b e et e et e sanesanes 48
3.1. Medicion de TeNSION ISOMEBLIICA ..........cccueeuerueiiiiiesieese ettt sttt ettt s b et e b e b smne e 48
3.1.1. CUIVA DOSIS FESPUEBSTEQ ....ccevevereiiiiieiiiiiiteieteteseietereeesetetestteettesetttetttetetttetettttttteteteattetetttertretetttererererereen 49
3.1.2. ESEIMUIACION UNICQ .....c.oioeioiiiiiiiiiiieieeeeee sttt st st et e st sane s 49
I D 1o e o L VL[ 4o Lo Lo K3 RSP 51
3.3. ANGIISIS ESEATISTICOS ...ttt sttt et s e r e e nesene s 51
B o 1Ry ] (o o SRS SR 52
4.1. Preparacion de 108 tEJIOS. ............ccueeeecieeeeeciee et e ettt eecte e e s ctae e e e ste e e e et e e e s tb e e e eabae e e abaaeesbaeeeettaeeeareas 52
4.1.1. Cortes histoldgicos y tincion de arterias € RiGAdOS...............cccueeeecieieeciiee e ecaee et e 52
4.1.2. HiStOMELITA AE QItOIIAS .......coeueeeeeniieiieieee ettt ettt ettt st sae e sttt et satesbe e b e e beebesatesaees 53
4.1.3. Tincion de cayados QOIticoS Y SUAGN IV ...........cc.ueeeeciiieeeiiee e eectee e eectte e e ctte e e stae e e aaa e e s bae e e eaae e e eaees 53

Capitulo 1

Disfuncion vascular en un modelo experimental de conejo con sindrome metabdlico inducido por
una dieta rica en grasas
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Capitulo 2

Modelo experimental de conejo con sindrome cardiometabdlico inducido por una dieta rica en
grasas y colesterol
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RESUMEN

Las enfermedades cardiovasculares constituyen la principal causa de muerte en el mundo. Las
dietas ricas en grasas (DG) contribuyen al desarrollo del riesgo cardiometabdlico (RCM), que
suma a los factores de riesgo cardiovasculares clasicos (FRCV) con los propios del sindrome
metabdlico (SM). Objetivo: Estudiar la fisiopatologia de la disfuncién vascular asociada a
factores de RCM generados por DG con y sin agregado de colesterol. Metodologia: Conejos
machos fueron asignados para recibir una dieta control (DC), DG al 18 %, dieta rica en
colesterol al 1 % (DH) o DG con agregado de colesterol al 1% (DM) durante 6 semanas. Al
finalizar el periodo de alimentacién, se realizaron las siguientes determinaciones: test de
tolerancia a la glucosa, presioén arterial y frecuencia cardiaca por método directo, perfil lipidico,
proteina C reactiva, peroxidacion lipidica (Tbars), relacién glutation reducido/oxidado
(GSH/GSSG), nitritos e indice de acidos grasos (AG) n-6/n-3 en plasma. Se aisld la arteria aorta
y se midid contractilidad isométrica en bafio de drgano aislado, se realizaron estudios
histolégicos, inmunohistoquimicos y expresion de proteinas. La grasa visceral abdominal (GVA)
y los 6rganos fueron extraidos y pesados. Resultados: Las DGs no generaron aumento del peso
corporal, pero si FRCV propios del SM: aumento de glucosa en basal, y a los 120 minutos,
incremento de la GVA, del indice TyG, de PCR, y del indice AG n-6/n-3. La DM incrementé los
valores de LDL-C y colesterol total mdas que la DH. Los estudios de reactividad vascular del
grupo DG mostraron disminucién de la relajacidn a acetilcolina, efecto que fue revertido por
el NS 398 (inhibidor de ciclooxigenasa-2, COX-2) y el SC 560 (inhibidor de ciclooxigenasa-1,
COX-1), mayor respuesta contractil a la noradrenalina (NA) y KCI, aumento de sensibilidad a la
angiotensina Il (Ang Il), efecto que fue normalizado por el NS 398 y por el SQ 29538
(antagonista del receptor de tromboxano A2/PGH.). Los estudios moleculares mostraron que
la COX-2 solo se expreso en arterias del grupo DGy no en DC. Sin embargo, el estado oxidativo
en el modelo DG fue normal. La DM a nivel vascular generd disfuncién endotelial y
desensibilizacién a Ang Il y a NA. Los estudios moleculares revelaron sobreexpresién de ambas

isoformas COXs, pero los inhibidores NS 398 Y SC 560 no lograron revertir el efecto. Se



realizaron intervenciones farmacoldgicas con distintos bloqueantes de los canales de K** TEA
(inhibidor de los canales de K* de alta conductancia), Apamina (inhibidor de los canales de K*
de baja conductancia), Pinacidil (activador de los canales de K*), Krebs 30 mM (despolarizante
parcial de la membrana). Sin embargo, ninguno logro revertir el efecto desensibilizante a la
Ang Il. Conclusion: Las DG y DM generaron modelos experimentales sin aumento de peso
corporal, denominados metabdlicamente obeso con peso normal (MOPN) y metabdlicamente
obeso con peso normal e hipercolesterolemia asociada con aumento del RCM (MOPN-HC).
Ambos modelos presentaron FRCV prevalentes del SM, aumento del indice de AG n6/n3 y un
estado proinflamatorio. Sin embargo, los perfiles metabdlicos y los mecanismos

fisiopatoldgicos vasculares son diferentes y dependientes del tipo de dieta administrada.
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I. ANTECEDENTES GENERALES

Las enfermedades cardiovasculares (ECV), son actualmente reconocidas como una de las
principales causas de muerte en el mundo (Roth y col.; 2015). Un factor de riesgo
cardiovascular (FRCV) se define como un elemento o una caracteristica mensurable que tiene
una relacién causal con el aumento en la frecuencia de padecer una ECV, constituyendo un
factor predictivo, independiente y significativo del riesgo de contraerla (O’Donnell C. y Elosua
R.; 2008). Los FRCV se clasifican en dos grupos, aquellos que son no modificables como la edad,
el sexo, la historia familiar y los FRCV modificables como la hipercolesterolemia, el

sedentarismo, tabaquismo y la obesidad (Weiner y Sarnak ; 2010).

El concepto de continuo cardiovascular (Dzau y col.; 2006) establece una secuencia de eventos
cardiovasculares, que comienza con la prevalencia de los FRCV (Fig.1). Si estos factores no son
prevenidos tempranamente, iniciardan un proceso fisiopatolégico conducente a estrés
oxidativo, inflamacién, disfuncién endotelial y remodelado vascular que progresardn
inexorablemente a aterosclerosis, enfermedad coronaria arterial, infarto de miocardio,
hipertrofia ventricular izquierda, dilatacién del ventriculo izquierdo, disfuncién diastdlica o

sistélica del ventriculo izquierdo, insuficiencia cardiaca y muerte (Chrysant A.; 2011).

Daiio tisular
(1M, ACV, Insuf.renal)

Aterosclerosis y Remodelado
Enfermedad CV patolagico
progresiva

Disfuncidn endotelial

Dafio de drgano blanco

Estrés oxidativo
Inflamacion

Hipercolesterolemia
sedentarismo MUERTE
Tabaquismo

Sobrepeso

Fig. 1: Continuo cardiovascular (Modificado de Dzau y col.; 2006).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chrysant%20SG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21607028
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El riesgo cardiometabdlico (RCM) se origina de la combinacién de FRCV convencionales con las
alteraciones propias del sindrome metabdlico (SM), particularmente la obesidad abdominal y
resistencia a la insulina (RI) (Alshehri A.; 2010). Uno de los FRCV, considerado actualmente
como una epidemia mundial es la obesidad. Segun estimaciones de la OMS, mas de mil
millones de adultos tienen sobrepeso y mds de 300 millones son obesos (Engin A.; 2017). El
dato mds preocupante que arroja esta investigacién es que Argentina se ubica en el primer
lugar en Latinoamérica entre los paises que tienen la tasa mas alta de obesidad infantil (OMS;
2010, FOA; 2016). Las dietas ricas en grasas contribuyen al sobrepeso, que ha demostrado ser
perjudicial para multiples sistemas de drganos a través de la activacion de diferentes
mecanismos (Poirier y col.; 2006). El tejido adiposo estd involucrado directamente en el
desarrollo de distintos procesos metabdlicos, constituyendo el sitio de almacenamiento mas
grande del cuerpo para los triglicéridos (TG), ademas de desempeifiar un rol importante como
organo enddcrino en la homeostasis energética (Sethi J. y Vidal Puig A.; 2007). Asimismo, el
tejido adiposo se divide en depdsitos regionales localizados y especificos con diferencias en la
organizacién estructural, el tamafio celular y la funcién bioldgica. La distribucion y localizacién
de estos depdsitos de grasa parece ser mas importante que la masa total de tejido adiposo

para el desarrollo de ECV (Fruhbeck y col.; 2009).

El indice de masa corporal (IMC) fue la medida mas simple y cominmente utilizada en estudios
epidemioldgicos para el diagndstico de la obesidad debido a la facilidad de su determinacion.
El IMC relaciona las caracteristicas antropométricas de peso / estatura de un individuo,
(IMC=peso en kg. / Talla en m?), para clasificarlo dentro de un rango que determina el grado

de sobrepeso u obesidad que presenta (Frank Q. y Nuttall M.; 2015). (Tabla 1).
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Categorias IMC kg/m?
Bajo peso 15-19.9
Peso Normal 20-24.9
Sobrepeso 25-29,9
Obesidad clase | 30-34,9
Obesidad clase Il 35-39,9
Obesidad clase Il 240

Tabla 1: Grado de sobrepeso y obesidad segun el IMC (Frank Q. y Nuttall M.; 2015)

Sin embargo, la principal limitacion del IMC es que no representa una medida directa de la
adiposidad, sino que mide el exceso de peso corporal, en lugar del exceso de grasa, que es lo
gue determina si una persona es obesa o no. En la actualidad, los estudios epidemioldgicos
han demostrado que la distribucién central de grasa medida por la circunferencia de la cintura
(CQC), relacién cintura-cadera (RCC), son medidas importante del riesgo relacionado con ECV.
Varias investigaciones en todo el mundo han demostrado que existen diferentes fenotipos de
obesidad: los individuos con sobrepeso que tienen alteraciones metabdlicas caracteristicas, los
individuos que pueden considerarse obesos por su IMC pero tienen resultados similares o
incluso mejores para la supervivencia a eventos cardiovasculares en comparacion con
personas de peso corporal normal y los individuos con peso normal que presentan alteraciones
metabdlicas caracteristicas de la obesidad (Frankenfield y col.; 2001; Romero Corral y col.;

2010).

1.1. INDIVIDUOS METABOLICAMENTE OBESOS CON PESO NORMAL (MOPN)

La poblacién total que comprende individuos cuyo IMC se considera normal pero tienen
alteraciones metabdlicas como sensibilidad a la insulina deteriorada, dislipemia y niveles
elevados de tejido adiposo visceral, constituye el subgrupo de individuos denominados
metabdlicamente obesos con peso normal (MOPN) (Dobson y col.; 2016, Ruderman y col;
1998), cuya prevalencia en la poblacién general es del 19,98% de las personas con peso normal

(Wang vy col.; 2015). Romero Corral y col. (2010) demostraron que los individuos MOPN estan
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significativamente asociados a la desregulacion cardio-metabdlica y una alta prevalencia de

SM, que de hecho es similar a la prevalencia de SM descripta en sujetos con sobrepeso.

1.2. SINDROME METABOLICO

El concepto de SM se introdujo en la literatura médica hace mas de ochenta afios, debido a su
origen multifactorial ha recibido distintas definiciones a través del tiempo. Alteraciones
metabdlicas como hipertension, hiperglucemia, e hiperuricemia fueron observadas por
primera vez por Kylin E. (1923). Mas tarde, Vague J. (1947) centrd su atencidén en pacientes con
adiposidad abdominal como el fenotipo de obesidad comuUnmente relacionado con
desordenes metabdlicos asociados a diabetes mellitus tipo 2 (DM2) y ECV. Reaven G. (1988)
propuso el término 'sindrome X' para este conjunto de diversas anomalias metabdlicas,
incluida la intolerancia a la glucosa (IT), hipertensidon, aumento de las lipoproteinas de muy
baja densidad (VLDL), TG, disminucién de lipoproteinas de alta densidad (HDL-C) y RI,

reconociendo a esta ultima como el problema fisiopatolégico basico subyacente.

1.2.1. DEFINICION ACTUAL DE SINDROME METABOLICO

EL SM se puede definir actualmente, como un conjunto de alteraciones cardiovasculares y
metabdlicas que incluyen: obesidad abdominal, HDL-C reducido, valores de LDL-C y TG
aumentados, IT, Rl y presion arterial elevada (Grundy S.; 2012). Si bien la patogénesis del SM
y sus componentes son muy controversiales debido a su origen multifactorial, la obesidad
central y la Rl se reconocen actualmente como FRCV causales (Srikanthan y col.; 2016). De
acuerdo al Consenso Latinoamericano de la Asociacidon Latinoamericana de Diabetes (ALAD;
2010), el descubrimiento de un creciente nimero de adipoquinas capaces de afectar la
sensibilidad a la insulina y de que su equilibrio se encuentra alterado desfavorablemente en
los individuos con obesidad de predominio central (adiposidad visceral), ha colocado a la

obesidad abdominal en primer plano como componente indispensable del SM y como la
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posible causa de la Rl o0 al menos como el principal factor potenciador de la misma. Los estudios
epidemioldgicos y en particular el analisis de factores etioldgicos muestran que ambos, tanto
la RI como la obesidad abdominal se destacan como elementos principales, pero ésta ultima

tiene una mayor fuerza de asociacién.

1.2.2. CRITERIOS DE DIAGNOSTICO DEL SINDROME METABOLICO

Actualmente las definiciones mas utilizadas para el diagndstico del SM son las de la IDF
(Federacion internacional de diabetes) y del Programa Nacional de Educacién sobre el
Colesterol (NCEP), Panel de Tratamiento de Adultos Il (ATP 1ll) en su versién modificada.
Ambas reconocen la necesidad de ajustar los parametros para el diagndstico de obesidad
abdominal a las caracteristicas étnicas y regionales, por lo que ALAD establece ademas la

definicidn que corresponde para las poblaciones latinas. Los criterios diagndsticos se resumen

en la tabla 2.
Parametro IDF ATP [II-FAHA-NHLBI ALAD
Obesidad abdominal Perimetro de cintura Perimetro de cintura Perimetro de cintura
> 90cm en hombres y >102cm en hombres > 94cm en hombres y
> 80cm en mujeres (para | (para hispanos >94cm) > 88cm en mujeres
Asia y Latinoamérica) y > 88cm en mujeres
Triglicéridos altos > 150 mg/dl (0o entrata- | =150 mg/dl (0 en trata- | > 150 mg/dl (o en frata-
miento hipolipemiante miento hipolipemiante miento hipolipemiante
especifico) especifico) especifico)
cHDL bajo < 40mg/dl en hombres 6 < 50 mg/dl en mujeres {6 en tratamiento con efecto
sobre cHDL)
PA elevada PAS >130 S.S. Hg y/o > 130/85 mm/Hg PAS >130 mm Hg y/o
PAD > 85 mm Hg
0 en tratamiento PAD 2 85 mm Hg
antihipertensivo o0 en tratamiento
antihipertensivo
Alteracion en la regulacién |  Glucemia ayunas =100 Glucemia ayunas > 100 Glucemia Anormal
de la glucosa mg/dL o DM2 diagnosti- | mg/dL o en tratamiento | Ayunas, Intolerancia a la
cada previamente para glucemia elevada glucosa o Diabetes
Diagnaéstico Obesidad abdominal + 3delos5 Obesidad abdominal +
2 de los 4 restantes 2 de los 4 restantes

Tabla 2: Criterios para el diagnéstico de Sindrome Metabdlico (SM). IDF: Federacion Internacional
de Diabetes, ATPIIl: Panel de tratamiento de adutos Ill, AHA: Asociacién Americana del corazoén.
ALAD: Asociacion Latinoamericana de Diabetes. (ALAD; 2010).
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Con relacidn a las medidas del perimetro de cintura como indicadores de obesidad abdominal,
el ATPIll propone >102 cm en hombres y >88 cm en mujeres, valores que originalmente
estaban destinados a la poblacién norteamericana aunque luego se universalizaron. Sin
embargo, en su ultima versién, reconocen que algunos hombres pueden tener los mismos
riesgos metabdlicos con cinturas entre 94 y 102 cm por tener una fuerte contribucién genética
a la Rl, como en el caso de los hispano-americanos. Por otro lado, el Grupo Europeo para el
estudio de Resistencia a la Insulina (EGIR) habia propuesto que las medidas para los habitantes
de ese continente fueran de 94 cm para hombres y 80 cm para mujeres. EI ATPIll y el EGIR
escogieron esos valores porque correspondian a indices de masa corporal de 30 y 25 kg/m?
respectivamente. Los asidticos propusieron medidas de consenso para esta poblacién,
estableciendo 90 cm para hombres y 80 cm para mujeres. Finalmente, la IDF propuso adaptar
las medidas del perimetro de cintura a cada grupo étnico/regional y recomendd
temporalmente para Latinoamérica las medidas asiaticas. Sin embargo, se observé que una
cintura de 80 cm sobreestimaba la presencia de obesidad abdominal en mujeres
latinoamericanas. Recientemente el estudio del Grupo Latinoamericano para el Estudio del
Sindrome Metabdlico (GLESMO), grupo de trabajo de ALAD, determind un punto de corte de
94 c¢cm para hombres (como el de EGIR) y alrededor de 90 cm para mujeres que por consenso
se homologd con el de 88 cm utilizado por ATPIIIl. La ALAD recomienda entonces utilizar en la
practica clinica la definicion de la IDF con los nuevos criterios latinoamericanos para establecer
el punto de corte del perimetro de cintura abdominal de 94 cm en hombres y 88 cm en
mujeres. Sin embargo, para estudios epidemioldgicos es recomendable identificar también el
SM con el criterio de ATPIII con el fin de poder comparar los resultados. La busqueda de los
diversos criterios para integrar el diagndstico de SM es en si misma una herramienta para la
identificacidn de los individuos con RCM, quedando claro que a pesar de que no se integre el
diagndstico se justifica el seguimiento y la intervencion terapéutica que se requiere segun el

Caso.
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1.3. ESTADOS ALTERADOS DE REGULACION DE LA GLUCOSA

De acuerdo a lo que establece la ALAD en los individuos con obesidad abdominal ya estan
presentes diversos procesos fisiopatoldgicos que conducen a la aparicidn de alteraciones en el
metabolismo de la glucosa. Sin embargo, es posible que estas alteraciones no conduzcan a
niveles muy elevados de glucemia mientras no coexista una disfuncion de las células B
pancreaticas y por ello no todas las personas con SM desarrollan “prediabetes” o diabetes.
Existe amplia controversia sobre el término “prediabetes” porque se utiliza para referirse a la
IT y a la glucemia en ayunas alterada, condiciones que no siempre evolucionan rdpidamente a
diabetes y pueden desaparecer con tratamiento adecuado. Para el diagndstico del SM, se
define como glucosa en ayunas alterada, el hallazgo confirmado de una glucemia en ayunas
entre 100y 125 mg/dl (5,6 a 6,9) mmol/L. La OMS considera que la glucemia en ayunas puede
ser normal hasta 110 mg/dl (6,1 mmol/L). Se define como IT el hallazgo de una glucemia entre
140y 199 mg/dl (7,8 a 11,1mmol/L) a las dos (2) horas de haber ingerido una carga de 75 gr.
de glucosa (prueba de tolerancia oral a la glucosa -PTOG). Una glucemia por encima de los
valores mencionados durante el ayuno o durante la PTOG se considera diagndstico de
diabetes. La sospecha de un SM es una oportunidad mads para hacer diferenciacién de diabetes
en un grupo de alto riesgo y la medicién de la glucemia en ayunas es fundamental para hacer
el diagnéstico diferencial. La ALAD recomienda para diagndstico temprano de diabetes, que
toda persona con glucemia en ayunas alterada sea sometida a una PTOG para establecer si
tiene también IT o DM2. En la mayoria de los estudios epidemioldgicos, el SM aumentaen 2 a
6 veces el riesgo de desarrollar diabetes, pero el riesgo es atribuible principalmente a la
presencia de glucosa en ayunas alterada o PTOG anormal, y especialmente si ambas estan
alteradas. Ademads algunos estudios sugieren que la persona con IT tiene un mayor RCV. Es
importante identificar la presencia de componentes del SM en las personas con DM2 porque,
aungue el RCV conferido por el estado diabético supera el atribuible al SM, la persona con

DM2 y SM tiene un RCV superior a la persona con DM2 que no tiene SM (ALAD; 2010).

En el musculo esquelético, la Rl puede ser el resultado de altos niveles de acidos grasos

circulantes que interrumpen la ruta de sefializacién normal de la insulina (Guilherme y col.;
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2008). La asociacion entre la obesidad y RI del musculo esquelético es probablemente una
relacién causal, ya que estudios llevados a cabo en humanos y en animales experimentales
indican que la pérdida de peso y el sobrepeso se correlacionan con el aumento y la disminucién
de la sensibilidad a la insulina, respectivamente (Sims y col.; 1973, Freidenberg y col.; 1988).
En individuos con RI que no son diabéticos, el control glucémico puede ser mantenido por
incrementos compensatorios en la secrecién de insulina por las células B pancredticas. Sin
embargo, la alteracidn requerida para la progresiéon de la Rl a DM2 es la falla de las células B
para secretar los niveles requeridos de insulina que mantienen los niveles de glucemia en
ayunas normales (Kahn S.; 2003, Rhodes C.; 2005). La pregunta clave de qué factor o factores
realmente median la Rl en el musculo esquelético ha sido dificil de resolver, pero al menos uno
de esos mediadores mas importante se han identificado: los acidos grasos libres (AGL). La
hipdtesis de que los AGL median la Rl es consistente con datos que muestran una fuerte
asociacion entre la obesidad y la Rl en presencia de niveles elevados de AGL. Esta hipoétesis fue
respaldada por evidencia que demuestra que niveles elevados de los AGL circulantes puede

causar resistencia periférica a la insulina (Kelley y col.; 1993).

1.4. DISLIPIDEMIA

La dislipidemia incluye factores de riesgos como: aumento del colesterol total (CT),
disminucion de la concentracion de HDL-C, incremento en las LDL-C, especialmente la
presencia de VLDL. Ambas anomalias (disminucién del HDL-C y aumento del LDL-C), junto con
los TG elevados, son caracteristicas del SM y cada vez mas reconocidos como un presagio de

enfermedad coronaria (Thompson y col.; 2004).

1.5. CITOQUINAS PROINFLAMATORIAS

El estado inflamatorio se superpone y contribuye a la Rl producido por exceso de AGL,

generado por la disfuncién del tejido adiposo. Una variedad de células en el tejido adiposo que
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incluye adipocitos y macréfagos derivados de monocitos, aumentan la secrecidn de citoquinas
proinflamatorias como la interleucina-6 (IL-6), el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y la
proteina c reactiva (PCR) produciendo una mayor Rl y lipdlisis del tejido adiposo. La IL-6 y otras
citoquinas se incrementan en la circulaciéon y aumentan la produccién de glucosa hepatica, la
produccién de VLDL por el higado y la Rl en el musculo. Las citoquinas y AGL, también
aumentan la produccion de fibrindgeno y el inhibidor-1 del activador de plasminégeno (PAI-1)
por el higado, lo que complementa la sobreproduccion de PAI-1 por el tejido adiposo,
desencadenando un estado pro-trombdtico. Asimismo, reducciones en la produccién de la
adiponectina, una citoquina antiinflamatoria e insulinodegradable, también estan asociadas
con el SM (Eckel y col.; 2005). La condicion proinflamatoria que acompafa al SM se asocia a la
Rl y la disfuncién endotelial, conectando la inflamaciéon y los procesos metabdlicos que son
altamente nocivos para las funciones vasculares (Tziomalos y col.; 2010). La regulacién del
endotelio y el tono vascular estan afectados en el SM. Investigaciones han informado un
aumento en la produccién de especies reactivas de oxigeno (EROS) y una reduccion en la

biodisponibilidad de éxido Nitrico (NO) (Roberts y col.; 2006, Huang K.; 2011).
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Fig. 2: Interaccion de adipoquinas, citoquinas y marcadores inflamatorios que contribuyen al desarrollo del
sindrome metabdlico y sus complicaciones. NAFLD/NASH: Higado graso no alcohdlico /Esteatohepatitis no
alcohdlica. (Modificado de Srikanthan y col.; 2016).
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1.6. FUNCION VASCULAR

En condiciones fisioldgicas normales, el tono vascular esta determinado por un equilibrio entre
tres sistemas: Endotelio vascular, Sistema Renina-Angiotensina (SRA), y el Sistema

Adrenérgico.

1.6.1. ENDOTELIO Y DISFUNCION ENDOTELIAL

El endotelio es una monocapa de células que revisten la luz de los vasos sanguineos, y tiene
una funcion dual en el control del tono arterial normal, secretando en respuesta a diferentes
estimulos, una serie de factores relajantes derivado de endotelio (FRDE) como : NO,
prostaciclina (PGly), factor hiperpolarizante derivado del endotelio (FHDE), como asi también
factores contractiles derivados de endotelio (FCDE) tales como: endotelina 1 (ET-1),

prostaglandinas Foq (PGF2q), tromboxano A, (TXAz) y aniones superdxidos (02 ) (Sandoo y

col.; 2010) (Fig. 3).
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Fig. 3: Factores derivados del endotelio y su accion sobre el tono vascular I-Arg, |-arginina; AA, acido araquiddnico;

ET: endotelina; EDHF: factor hiperpolarizante derivado del endotelio; NO, éxido nitrico; PGz, prostaciclina; Oz,
anién superodxido; TXAz, tromboxano Az; cGMP, monofosfato de guanosina ciclico; cAMP, monofosfato de
adenosina ciclico (Fernandez- Tresguerrez y col.; 2010).

Una serie de anomalias funcionales del endotelio (disfuncién endotelial) son reconocidas como

contribuyentes significativos involucrados en la génesis o perpetuacion de estados patoldgicos
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tales como hipertensidn. En condiciones fisioldgicas normales los FRDE predominan, mientras
que en estados de hipertension y aterosclerosis la liberacién de FRDE y / o la capacidad de
respuesta del musculo liso vascular (MLV) a dichos factores relajantes se reducen. Asimismo,
en estados fisiopatdlogicos la liberacion de FCDE y la capacidad de respuesta del MLV a los

mismos esta aumentada (Luscher T.; 1990, Poredos P.; 2002).

1.6.1.1. Oxipo NiTRICO

El NO es una molécula gaseosa que se produce en distintos tejidos de manera enddgena por
una familia de enzimas denominadas éxido nitrico sintetasas (NOS), que catalizan la sintesis
de NO a partir del aminodcido L-arginina (Bredt D.; 1999, Keshet R.y Erez A.; 2018). EI NO tiene
diversas funciones fisioldgicas que regulan la actividad de los sistemas inmunolégico,
cardiovascular y neuronal. En el sistema inmune el NO es producido por diferentes células,
principalmente macréfagos, y es un regulador clave de la inmunidad y los procesos
inflamatorios (Predonzani y col.; 2015). En el sistema cardiovascular, el NO derivado del
endotelio, es un potente vasodilatador y tiene un papel central en el mantenimiento del tono
vascular y la presion arterial (Zhao y col.; 2015), mientras que en el sistema nervioso, el NO
derivado de neuronas, regula el desarrollo neuronal (Kong y col.; 2014) e influye en varias
funciones cerebrales, como la cognicidén y la respuesta al estrés (Philippu A.; 2016). En el
sistema nervioso periférico, el NO regula la funcién de los nervios que mantienen el tono del
musculo liso y motilidad en el tracto gastrointestinal (Toda N. y Herman A.; 2005). En los
mamiferos, existen tres genes distintos que codifican las tres isoformas de NOS: NOS neuronal
(nNOS; codificado por NOS1), NOS inducible (iNOS; codificada por NOS2) y NOS endotelial
(eNOS; codificada por NOS3). Los genes NOS1 y NOS3 se expresan constitutivamente en las
neuronas y en las células endoteliales respectivamente, mientras que NOS2 es expresado
principalmente en células inmunes (Mungrue y col., 2003). La unién de Ca?* y calmodulina
(CAM) a nNOS y eNQS, las activa transitoriamente para producir concentraciones nanomolares

de NO, mientras que la expresion de iNOS es inducida por factores inflamatorios, citoquinas o
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por productos bacterianos, como los lipopolisacaridos para producir concentraciones

micromolares de NO (Lind y col.; 2017).

1.6.1.2. Oxipo NiTRIco ENDOTELIAL

La sintesis de NO endotelial puede llevarse a cabo por la accién de dos isoformas de la NOS:
eNOS y iNOS. La primera esta ubicada en la membrana celular y es activada por el complejo
Ca?*-calmodulina (Ca?*-CaM). La eNOS es responsable de dos tipos de liberacion de NO, una
basal continua, que mantiene localmente el tono vascular cuando los niveles del Ca?* libre
citosélico son bajos, y otra liberacidon estimulada, que ocurre en respuesta a estimulos
fisioldgicos que aumentan los niveles de Ca?* citosdlico. EI NO formado disminuye la actividad
de la enzima por un mecanismo de retroalimentacion negativa, de modo que se convierte en
un modulador de su propia sintesis. La sintesis de iNOS, citosdlica e independiente de Ca?*, es
inducida cuando acttdan endotoxinas y citocinas sobre la célula endotelial y puede ser inhibida
por glucocorticoides. Una vez expresada, la enzima produce NO en forma sostenida (Sandoo
y col.; 2010). La llamada “via clasica de liberacion de NO” es una secuencia de eventos que
comienzan cuando los receptores acoplados a la proteina G endotelial, son estimulados por un
agonista activando la fosfolipasa C (PLC), ubicada en el espacio citoplasmatico de la célula
endotelial, cuya accién resulta en transformacion de fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2) a
inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). El IP3 difunde al citoplasma y luego se une
a su receptor (IP3R) en la membrana del reticulo endoplasmico estimulando la liberacién de
Ca?* (Walford G. y Loscalzo J.; 2003, Rang y col.; 2004, Bruckdorfer R.; 2009). El DAG a través
de la activacién de la proteina quinasa C (PKC), es responsable del desplazamiento hacia el
interior de Ca%* a través de la apertura canales de Ca?* presentes en la membrana del
citoplasmatica (Rang y col.; 2004). El aumento resultante en la concentracién de Ca?* en el
citoplasma activa a la CaM y en consecuencia al complejo enzimatico eNOS responsable de
transformar la L-arginina en NO y L-citrulina (Walford y col.; 2003, Bruckdorfer R. 2005,
Maxwell A.; 2002) (Fig. 4).
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Fig.4: Sintesis del dxido nitrico endotelial (Modificado de Capellini y col., 2010).

El NO difunde al MLV y activa la guanilo ciclasa soluble (sGC), que convierte el trifosfato de
guanosina (GTP) en monofosfato de guanosina 3'5 '(cGMP). El cGMP bloquea los canales de
Ca?* dependientes voltaje (Ca%*v) y activa la proteina quinasa dependiente de cGMP (PKG). La
PKG fosforila la proteina fosfolamban que conduce al secuestro de Ca?* en el reticulo
sarcoplasmico (RS). La reduccidn de la concentracion de Ca®* intracelular impide la activacién
de las cadenas ligeras de la miosina quinasa (MLCK) por el complejo Ca?*-CaM, y en
consecuencia, inhibe la fosforilacién de las cadenas ligeras de la miosina (miosina-P) y la

contraccion (Capellini y col.; 2010) (Fig. 5).
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Fig. 5: Mecanismo de relajacion mediada por el dxido nitrico en las células del musculo liso vascular (Modificado

de Capelliniy col.; 2010).

1.6.1.3. ESTRES OXIDATIVO

Los radicales libres pueden generarse a partir de muchos elementos, pero en los sistemas
bioldgicos los que involucran oxigeno y nitrégeno son los mas importantes. El término

"especies reactivas de oxigeno" (ERQS), incluyen al radical superdxido (O2™), el radical hidroxilo
(OH™), y perdxido de hidrégeno (H202°) (Cadenas E. y Davies K.; 2000). El estrés oxidativo surge

cuando la produccion de EROS supera el sistema de defensa antioxidante endégeno de la
célula, rompiendo el equilibrio prooxidante-antioxidante. El concepto de equilibrio
prooxidante-antioxidante es fundamental para comprender el estrés oxidativo. En primer
lugar, enfatiza que la perturbaciéon puede ser causada por cambios en ambos lados del
equilibrio (por ejemplo, generacion anormalmente alta de EROS o deficiencias en las defensas
antioxidantes). En segundo lugar, destaca las concentraciones homeostaticas de EROS. Aunque

las EROS son subproductos potencialmente daiinos del metabolismo aerébico, actualmente
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se reconoce que desempefian funciones importantes como segundos mensajeros en muchas
vias de sefializacidon intracelular (Droge W.; 2002). Finalmente, el concepto de equilibrio abarca
el hecho que habra una respuesta gradual al estrés oxidativo. Por lo tanto, es probable que las
perturbaciones menores en el equilibrio conduzcan a adaptaciones homeostdticas en
respuesta a los cambios en el entorno celular inmediato, mientras que las perturbaciones mas
importantes pueden conducir a dafos irreparables y muerte celular (Burton G. y Jauniax E.;

2011).

Los sistemas antioxidantes consisten en una serie de enzimas y compuestos antioxidantes
tanto enddgenos como dietéticos que reaccionan neutralizando las EROS. El sistema
antioxidante enzimdtico incluye las enzimas superéxido dismutasas (SOD), catalasa (CAT) y
glutation peroxidasa (GPX). Los antioxidantes no enzimaticos incluyen, vitamina C, vitamina E,
B-caroteno, y numerosos fitoquimicos. Las células logran mantener sus niveles de

antioxidantes, a través de la ingesta dietética y / o sintesis de novo (Pacher y col.; 2007). La
SOD cataliza la dismutacién de Oz~ a O2 y H202 (O2U- + O2U- + 2H + - H202 + 02) (Fridovich

l.; 1995, Roberts C. y Sindhu K.; 2009). Dado que el H20; es un poderoso agente oxidante, las
células expresan las enzimas CAT y GPX, que convierten y depuran el H,O, en agua y oxigeno
molecular. Sin embargo, en presencia de metales de transicién reducidos tales como Cu o Fe,
el H,0; se puede convertir en OH™ altamente reactivo a través de reaccién de Fenton, por lo
que es necesario que las enzimas actlen de manera rdpida y sincronizada (Antunes F. y
Cadenas E.; 2000). El aumento en los niveles de radicales libres y ERQS, influye directamente
en la biodisponibilidad de NO debido a un incremento en la degradacion del mismo (Ignarroy
col.; 1987), conducente a un aumento del tono vascular. Por otra parte, las EROS también
provocan la inhibicién de FRDE, tales como PGl; y FHDE. Los elevados niveles de Oy~
promueven la produccidon de prostanoides proinflamatorios y contractiles como el TXA; y la
PGE; (Auch-Schwelk y col.; 1990, Félétou y col.; 2010). Por todo lo anterior, puede decirse que
lo niveles elevados de EROS producidos en condiciones fisiopatoldgicas, provocan una
disminucion de la biodisponibilidad de vasodilatadores y un incremento en la produccién de

FCDE (Cai y col.; 2000).
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Ademas de sus funciones en estados fisioldgicos normales, el NO también tiene acciones
fisiopatoldgicas. El NO reacciona con varias especies de oxigeno en la célula para formar

moléculas altamente reactivas que dafian los componentes celulares a través de diversos
mecanismos. El NO reacciona con los Oy~ para formar peroxinitrito (ONOO"). La formacién de

ONOO- induce la liberacion del citocromo c (20), que es un indicador de estrés e induce la
muerte celular, y bloquea los complejos | y IV de la cadena respiratoria mitocondrial en muchos
tipos de células (Knott y col.; 2009) Ademas, el NO reacciona con los residuos de cisteina en
proteinas que interactian para formar nitrosotioles en un proceso conocido como S-
nitrosilacién (Stamler y col.; 2001). La S-nitrosilacién es una forma de regulacién de proteinas
gue es importante para la fisiologia normal, pero también puede causar disfuncion proteica.
Por ejemplo, la S-nitrosilacion de varias proteinas ha sido asociadas con enfermedades

neurodegenerativas como Parkinson, Alzheimer y derrame cerebral (Knott y col.; 2009).

Kaneki y col. (2007) demostraron que aumentos en la expresién de isoforma iNOS esta
asociada con la obesidad y la RI. Asimismo, observaron que la s-nitrosilacién estd elevada en
un modelo murino con obesidad y en pacientes con diabetes. Varias investigaciones han
demostrado que el estrés oxidativo esta asociado con adiposidad y con la Rl (Urakawa y col.;
2003). En tal sentido, los pacientes con SM muestran mayor dafio oxidativo y disminuciéon de
los sistemas antioxidante con reduccién en los valores séricos de vitamina C y a-tocoferol,
disminucion de la actividad de SOD, y aumento de la concentracién de malondialdehido en la

peroxidacion lipidica (Armutcu y col.; 2008, Palmieri y col.; 2006).

1.6.1.4. RESISTENCIA LA INSULINA Y DISFUNCION ENDOTELIAL

Ademds de sus acciones metabdlicas esenciales, la insulina tiene importantes acciones
vasculares que implican la estimulacién de la produccién de NO desde el endotelio, lo que
conduce a vasodilatacién, aumento del flujo sanguineo y aumento de la captacién de glucosa
en el musculo esquelético (Baron A. y Clark M.; 1997, Muniyappa y col., 2008). Los estudios de

las vias de sefalizacion de la insulina en el endotelio revelan un sorprendente paralelismo, con
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las vias metabdlicas de senalizacidn de la insulina en el musculo esquelético y tejido adiposo
(Montagnani M. y Quon M.; 2000, Vincet y col.; 2003). La Rl genera un desorden especifico de
la ruta de sefializaciéon dependiente de fosfatidilinositol 3-quinasa (P13 —quinasa), que en el
endotelio puede causar desequilibrio entre la produccién de NO (vasodilatador) y la secrecién
del vasoconstrictor ET-1, lo que reduce el flujo sanguineo, y empeora la Rl (Potenza y col.;
2005). Los mecanismos que contribuyen a la Rl y la disfuncién endotelial incluyen
glucotoxicidad, lipotoxicidad, e inflamacion. Los eventos fisiopatoldgicos que subyacen a las
relaciones reciprocas entre Rl y la disfuncién endotelial dan como resultado un circulo vicioso

que refuerza el vinculo entre los trastornos metabdlicos y cardiovasculares (Kim y col.; 2001).

1.6.2. SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA

El SRA es un sistema enddcrino que desempefia un papel central en la fisiologia cardiovascular
y renal a través de la regulacién de la presién arterial y el equilibrio hidrosalino. La
desregulacion del SRA puede contribuir a la patogénesis de la aterosclerosis, la enfermedad
isquémica, la hipertensién y la insuficiencia cardiaca. Los efectos fisioldgicos del SRA estan
mediados por péptidos bioactivos de angiotensina generados por cascadas enzimaticas y
liberados en la circulacién sistémica (Fig.6), asi como localmente en diversos tejidos
(Rodrigues-Ferreira S. y Nahmias C.; 2015).

Actualmente, se acepta que el SRA estd formado por dos brazos con funciones antagoénicas
entre si. El brazo presor clasico, del cual se forma el principal efector del SRA, la Angiotensina
Il (Ang 1), un octapéptido vasoconstrictor que ejerce un papel importante en la génesis y en
las complicaciones de la ateroesclerosis. La Ang Il estimula la produccién de ERQS, las cuales
juegan un papel clave en la disfuncidn endotelial y en la oxidaciéon de las LDL-C, implicadas en
el proceso de remodelado vascular asociado con ciertos FRCV (Schmit-ott y col.; 2001). Dicho
eje presor esta constituido por la via: renina / enzima conversora de angiotensina (ECA) /
angiotensina Il (Ang ll) / receptor AT: y receptor AT: (Fig.7). Mientras que su antagonista
fisiolégico, cuyo efector es el heptapéptido Angiotensina 1-7 (Ang 1-7) esta formado por la via:

enzima conversora de angiotensina tipo 2 (ECA-2)/ Ang 1-7/ receptor Mas (Santos y col.; 2003).
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Fig. 6: Cascada enzimatica y hormonal del Sistema Renina Angiotensina (SRA) (Cingolani H. y Ennis I.; 2015)

Angiotensinégeno

Fig. 7: Brazo Presor y depresor del Sistema Renina Angiotensina (Modificado de Dominici y col.; 2014).

1.6.2.1. SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA Y SINDROME METABOLICO

El SRA ha sido implicado en la etiologia de la obesidad y la Rl, proporcionando un vinculo
fundamental entre la obesidad, la diabetes y la hipertensidon (Boustany y col.; 2004, Alderman
y col.; 1991). Varias investigaciones han demostrado que en ratones transgénicos obesos,
existe en el tejido adiposo una sobreexpresidn de angiotensindgeno (Agt) precursor de la Ang

I, contribuyendo al aumento en los niveles de Agt sistémico. (Massieray col.; 2001, Kalupahana
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y col.; 2012). Ademas, se ha demostrado que la insulina disminuye la expresién del gen de Agt
en hepatocitos (Chang E. y Perlman A.; 1988) mientras otras hormonas y nutrientes, como la
glucosa alta, logran sobreexpresarlo (Singh y col.; 2007). Mdltiples lineas de investigacién
indican que existe una actividad exacerbada del eje presor durante la obesidad, y que dicho
incremento a menudo se asocia con la Rl (Ferrannini y col.; 1989). Diversos estudios han
demostrado una mejora en la sensibilidad a la insulina dada por el bloqueo de Ang Il a distintos
niveles en la cascada del SRA, como el bloqueo a nivel de la ECA o a nivel del receptor AT
(Engeliy col.; 2005).

Por el contrario, los procedimientos farmacoldgicos que reducen la actividad del eje
contrarregulador ECA-2/Angiotensina (1-7)/Mas, dan como resultado un perfil metabdlico
opuesto. En este sentido, se ha demostrado que ratones que carecen del receptor Mas,
presentan un aumento de la grasa abdominal visceral (GVA), dislipidemia, IT y sensibilidad a la
insulina reducida, evidenciando el papel clave del eje ECA-2/Ang 1-7/Mas en las alteraciones
metabdlicas (Santos y col.; 2008). Ademas, se ha demostrado que la activaciéon de ECA-2
enddgena mejora la disfuncion cardiaca inducida por la diabetes (Bindom y col.; 2010). La
terapia génica basada en ECA-2 es actualmente propuesta para prevenir la disfuncién de las
células pancreaticas y asi modular la hiperglucemia en un modelo murino diabético (Murc y

col.; 2012).

1.6.3. SISTEMA ADRENERGICO

Existen interacciones complejas entre el sistema nervioso simpatico (SNS) y los vasos
sanguineos, ya que el SNS perivascular regula la contractilidad y la tensidn de la pared vascular.
La estimulacién de los nervios del sistema nervisos auténomo puede inducir la liberacién de
mediadores vasoactivos, como la Noradrenalina (NA), el trifosfato de adenosina (ATP) que
causan vasoconstriccién, acetilcolina (Ach) y péptido relacionado con el gen de calcitonina
(CGRP), que causan vasodilacion (Fig. 8). La NA es un neurotransmisor enddgeno liberado
principalmente de las terminales nerviosas del nervio adrenérgico y actla sobre diferentes

poblaciones de receptores adrenérgicos (Insel P.; 1996) que incluyen los receptores as, az, B1
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y B2. La activacién de los receptores adrenérgicos ai del musculo liso resulta en
vasoconstriccién, mientras la activacién de los receptores adrenérgicos a. endoteliales
produce una vasodilatacién por liberacion de NO (Tesfamariam P. y col.; 1992, Vanhoutte y
Miller V.; 1989). El receptor adrenérgico a, induce la vasodilatacién dependiente de endotelio
y puede contrarrestar la vasoconstriccidn inducida por el receptor adrenérgico ai en el MLV
(Cohen y col.; 1988, Cocks T. y Angus J.; 1983, Yulan S. y Li Zhu.; 2018). Los receptores
adrenérgicos B desempefian un papel en el control del gasto cardiaco y la frecuencia cardiaca,

pero que tienen poca influencia en la resistencia vascular (Yulan S. y Li Zhu.; 2018).

g, B adrenoreceptor
cnie

Sistema nervioso auténomo
P1,.P2 receptor

mACHR

CGRP1 receptor

NPY receptor

Células endoteliales Células del musculo liso vascular

Fig. 8: Regulacidon del sistema nerviso auténomo sobre el tono vascular (Modificado de Yulan S. y Li Z.; 2018).

1.7. CICLOOXIGENASAS

Las ciclooxigenasas (COXs), son enzimas que catalizan un paso clave en la conversién del acido
araquidonico (AA) a prostaglandina H2 (PGH;) que es el sustrato inmediato para una serie de
metabolitos especificos como las prostaglandinas (PG) y tromboxanos (TX) (Fig.9) (Fitzpatrick
F.; 2004). Existen dos isoformas de COXs: la COX-1, expresada constitutivamente en la mayoria
de las células, es la responsable de la produccion de PG que participan en diversas funciones
en el organismo, entre ellas la de regulaciéon de la homeostasis vascular. La sintesis de la
isoforma COX-2, es inducida por estimulos inflamatorios, hormonas, factores de crecimiento,

y representa la fuente mds importante de formacién de prostanoides en los procesos
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inflamatorios y enfermedades proliferativas (Dubois y Col.; 1998). Hay cuatro PG bioactivas
principales que presentan propiedades ya sea vasoconstrictoras o vasodilatadoras:
prostaciclina (PGly), prostaglandina E2 (PGE;), tromboxano (TXAz) y prostaglandina F2a
(PGF2q). Durante una respuesta inflamatoria, tanto el nivel como el perfil de produccién de PG
cambian drasticamente. La produccion de PG es generalmente muy baja en tejidos no
inflamados, pero aumenta inmediatamente en la inflamacién aguda antes del reclutamiento
de leucocitos y la infiltracion de células inmunes (Smyth y col.; 2009). Varios estudios sugieren
que los derivados de COXs también podrian estar implicados en el deterioro vascular inducido
por SM (Vessiaries y col.; 2010, Tian y col.; 2012). En este sentido, la Rl y el aumento de EROS
deterioran la funcién endotelial en ratas obesas Zucker al aumentar la vasoconstriccion
mediada por el receptor de TXA,/PGH; (Xiang y col.; 2006, Xiang y col.; 2008). Estos estudios
sugieren que la isoforma inducibe COX-2 podria estar involucrada en el aumento de la

produccién del vasocontrictor TXA,.
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Fig. 9: Biosintesis de Prostaglandinas (Katzung B. y Trevor A.; 2016).
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1.8. POTENCIAL DE MEMBRANA Y CANALES DE PoTASsIo K* EN EL MuscULo Liso

VASCcULAR

El estado eléctrico de la membrana plasmatica es clave en el mantenimiento del tono vascular.
El potencial de reposo del MLV estd mantenido por la actividad de los canales de potasio (K*).
Estos canales se encuentran abiertos al potencial habitual del MLV, induciendo un continuo
eflujo de K* de la célula que establece el potencial de membrana en un valor que va entre -40
y -50 mV. Si se bloquean estos canales la célula se despolariza, se abren los canales de Ca?*
dependientes de voltaje, entra Ca?* a la célula y se eleva el tono vascular, la entrada de Ca®* a
través de los canales de Ca?* dependientes de voltaje promueve la contraccién del MLV
activando la quinasa de la cadena liviana de la miosina (MLCK) al unirse a la CAM y formar el
complejo Ca%*-CaM. Por el contrario si se abren mas canales de K' se produce

hiperpolarizacion, cierre de los canales de Ca®* y relajacidon (Fig.10) (Aiello E.; 2013).

Inhibicion de los canzles de K causan Activacion de los canzles de= K causan
despolarizacién del potencial de membrana  hiperpolarizacion del potencial de membrana
y contraccion. y relajacion.
Caz.
——
®
K Ca’ K
ATP iosina
MLC K —s \fALC-P
ADP P.'losma
“I‘“a ATP
Actomiosinz-P ( Contraccién
ADP + Pi

Fig. 10: Regulacion del tono vascular por el potencial de membrana (Aiello E.; 2013).

-Canal de K+ Rectificador Anémalo (Ki): Este canal pertenece al grupo de los canales de 2
segmentos transmembrana y 1 dominio formador de poro, lo que configura un monémero.
Los canales pertenecientes a este grupo también se denominan rectificadores hacia adentro

(“inward rectifiers”, Kir) debido a que cuando el potencial de membrana es mas negativo que

29



Antecedentes Generales

el potencial de equilibrio para el K*, la conductancia idnica hacia adentro de la célula es mayor
que la esperada para un canal independiente del voltaje. De modo opuesto, las corrientes de
K* hacia fuera de la célula son mucho menores que las esperadas para un canal con
comportamiento independiente de voltaje. Este fendmeno, constituye un mecanismo
anémalo en relacién al resto de las familias de canales de K* (de alli deriva su nombre
rectificador anémalo) (Hibino y col.; 2010). De esta manera Ki- conduce una pequeia pero
constante corriente hiperpolarizante que contribuye a mantener el potencial de membrana.
Corrientes a través de Ki- han sido identificadas en arteriolas de cerebro y mesenterio y
pequefias arterias coronarias y cerebrales de 200 uM de diametro. El rol fisioldgico de Kir en
MLV no es totalmente conocido, aunque se sabe que en ciertos tejidos vasculares contribuye

a mantener el potencial de membrana (Aiello E.; 2013).

-Canales de K+ sensibles a ATP (Karp): Este canal también pertenece al grupo de los canales de
2 segmentos transmembrana y 1 dominio formador de poro y del mismo modo que Kj
presenta rectificacién hacia adentro (“inward rectifiers”), aunque en este caso se trata de un
rectificador débil. Esta compuesto por una subunidad a, conformada por un tetrdmero de 2T-
1P que configura el poro o subunidad conductora de la corriente, y una subunidad B, que
corresponde a un tetrdmero de proteinas receptoras de sulfonilureas (gliburida, tolbutamida,
etc.). Este canal de K* se activa cuando los niveles intracelulares de ATP caen por debajo de 1
mM. Es decir son bloqueados por ATP intracelular, mientras que el ADP intracelular los activa.
Los K atp pueden ser activados por los abridores como el cromakalin, pinacidil, minoxidil (Aiello

E.; 2013).

-Canales de K+ dependientes de Ca?* (Kcs): En el MLV se han identificado 2 canales de K*
sensibles a Ca%*: uno de alta conductancia o maxi-K+, sensible a Tetraetilamonio (TEA) y otro
de baja conductancia sensible a Apamina. Estos canales son sensibles al voltaje vy
fundamentalmente muy sensibles a la concentracion intracelular de Ca?*. Pertenecen al grupo
de canales de 6 segmentos transmembrana y 1 dominio formador de poro (6T-1P). Estan

formados por tetrameros de mondmeros 6T1P. Como ocurre en todos los canales operados
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por voltaje, el poro se forma entre las regiones transmembrana 5y 6 (S5-S6) y los aminodcidos
responsables de detectar los cambios en voltaje se encuentran en la regién transmembrana 4
(S4). Estos canales K*son de fundamental importancia en la repolarizacidon del potencial de
membrana y en la subsecuente relajacion, debido a que el incremento de Ca?* producido
durante la despolarizacion y contraccion estimula la apertura de estos canales. Se genera de
esta forma un importante sistema de retroalimentacidn negativa del acoplamiento contractil

del MLV (Dick G, y Tune J.; 2010).

-Canal de K+ rectificador tardio (Kqf): Este canal es dependiente de voltaje y de tiempo.
Pertenece al grupo de canales de 6 segmentos transmembrana y 1 dominio formador de poro
(6T-1P). Se activa a potenciales mas positivos que -50 mV, por lo tanto la apertura del canal se
produce por la despolarizacién de la membrana. Se bloquea selectivamente por
concentraciones milimolares de 4-aminopiridina. Este canal cumple un rol fundamental en el

mantenimiento del potencial del MLV (Cole y col.; 1996).

RECTIFICADOR  ATP SENSIBLE ACTIVADOPOR  RECTIFICADOR
ANOMALO Ca™ TARDIO

Fig. 11: Esquema de cuatro canales (subunidades a) de K* en el musculo liso vascular (MLV). Los canales Kir y Karp
poseen dos regiones transmembrana que limitan la region del poro. Los Kcay Kdr poseen al menos seis regiones
transmembrana, siendo la cuarta a partir del extremo amino terminal la responsable de detectar el cambio de
voltaje (Aiello E.; 2013).
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II. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

e Estudiar la fisiopatologia de la disfuncidn vascular asociada a factores de riesgo

cardiometabdlico (RCM), generados por una alimentacion rica en grasas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desarrollar y caracterizar (mediante parametros clinicos y bioquimicos) un modelo
animal de sindrome metabdlico (SM) y de SM con hipercolesterolemia asociada,
inducido por una dieta rica en grasas y una dieta rica en grasas mas colesterol.

e Determinar la presencia de disfuncién endotelial y establecer los posibles mecanismos
conducentes a su desarrollo y progresidon (estrés oxidativo, disminucion en la
biodisponibilidad de NO).

e Determinar modificaciones en la reactividad vascular a agonistas vasoconstrictores y
vasodilatadores de los principales sistemas involucrados en la regulaciéon del tono
vascular: sistema renina-angiotensina, sistema adrenérgico y endotelio, analizando los

mecanismos involucrados.
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III. HIPOTESIS DE TRABAJO

El consumo de una dieta rica en grasas en un periodo de tiempo corto genera FRCV
compatibles con la definicidn de SM. El agregado de colesterol a la dieta grasa incrementa el
riesgo de ECV, ya que el perfil metabdlico estd agravado por la presencia de SM e
hipercolesterolemia asociada. Ambas dietas impactan en la funcién vascular por mecanismos

gue involucran procesos inflamatorios y de estrés oxidativo.
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I1V. METODOLOGIA GENERAL

1.1. DESARROLLO DE LOS MODELOS EXPERIMENTALES

Los protocolos experimentales para el desarrollo de esta tesis, fueron aprobados por el Comité
de Bioética de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de Tucuman (UNT). Todos los
programas de cuidado y uso de animales se realizaron de acuerdo con la Guia para el Cuidado y
Uso de Animales de Laboratorio (NIH Publicaciéon N°8023, revisada en 1985). Se utilizaron conejos
machos hibridos de Flanders, con un peso inicial de 900-1000 g, adquiridos de un criadero de la
Facultad de Agronomia y Zootecnia- UNT. Los animales fueron alojados en un bioterio, en jaulas
individuales con condiciones controladas de temperatura 25°C, ciclo de luz/ oscuridad de 12 horas
y agua ad- libitum. Los conejos fueron alimentados diariamente con 100 g de alimento balanceado
para conejos marca GANAVE. Luego, de un periodo de aclimatacidon de 1 semana, se dividieron
aleatoriamente en cuatro grupos: Dieta Control (DC) n=12, Dieta Grasa (DG) n=12, Dieta
Hipercolesterolémica (DH) n=12, Dieta Mixta (DM) n=12. El tratamiento tuvo una duracién de
seis semanas y los animales se pesaron diariamente. El agua en todos los casos se suministré ad-
libitum. Sélo se usaron conejos machos para evitar la variabilidad secundaria relacionada con las

diferencias de sexo en los modelos experimentales.

AY.ln -

-

‘Q

' 4

Fig. 12: Conejos machos hibridos de Flanders
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1.2. DIETAS EXPERIMENTALES

- Dieta Control (DC): Este grupo llamado control magro fue alimentado con 100 g de alimento
balanceado por Kg de peso corporal del animal, correspondiente a una dieta de mantenimiento
adecuada para un conejo adulto normal. A continuacion se detalla la composicién centesimal del

alimento balanceado estandar GANAVE (Tabla 3).

Composicion %
Proteina bruta 15%
Extracto etéreo 3%

Fibra cruda 15%
Humedad 13%
Calcio 1,2%
Fosforo 0,9%
Minerales 11%

Tabla 3: Composicidn centesimal del alimento balanceado GANAVE

- Dieta Grasa (DG 18%): Este grupo fue alimentado ad- libitum con una dieta rica en grasas

(DG) al 18% que consistio en 10% de aceite de maiz y 8% de grasa de cerdo.

- Dieta Hipercolesterolémica (DH 1%): Este grupo fue alimentado con 100 g de alimento rico en

colesterol al 1%, por kg de peso corporal del animal.

- Dieta Mixta (DM): Este grupo fue alimentado ad- libitum con una dieta rica en grasas al 18%

(DG) combinada con (DH) (colesterol al 1%).
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1.2.1. INGREDIENTES Y PREPARACION DE LAS DIETAS

a) Dieta Grasa al 18% (DG)

Para la preparacion de 1 Kg de alimento enriquecido con grasa al 18% se utilizé:

1 Kg Alimento balanceado para conejo
80 g de grasa de cerdo marca Paladini
100 ml de aceite de maiz

Agua cantidad necesaria

.

|
|
|
|

1- En un recipiente se colocaron 1000 g de alimento balanceado GANAVE y se humedecieron

unos minutos con agua tibia para desarmar los pellets, se homogeneizé hasta formar una

masa compacta.

2- Se derritid grasa de cerdo en microondas durante 2 minutos y se incorpord a la masa.

3- Se agregb a la preparacion, aceite de maiz y se amasé hasta obtener una masa homogénea.

4- Finalmente, se rearmaron los pellets y se secaron en microondas durante 3 minutos, seguido

de 10 minutos de horno para eliminar el exceso de humedad.

b) Dieta hipercolesterolémica al 1% (DH)

Para la preparacion de 1 kg de alimento enriquecido con colesterol al 1% se utilizo:

1 Kg de alimento balanceado para conejo (GANAVE)
Agua cantidad necesaria

Colesterol 10 g (Sigma Chemicals, St Louis, EE. UU.)

36



Metodologia General

1- En un recipiente se colocaron 1000 g de alimento balanceado GANAVE y se humedecieron

unos minutos con agua tibia para desarmar los pellets, se homogeneizé hasta formar una masa

compacta.
2- Se agrego a la preparacion 10 g de colesterol previamente tamizado, y se amaso.
3- Finalmente, se rearmaron los pellets y se secaron en microondas durante 3 minutos,

seguido de 10 minutos de horno para eliminar el exceso de humedad.

C) Dieta Mixta (DM)

Para 1 kg de alimento mixto se utilizé:
e 1 Kgde alimento balanceado para conejo
e 80 g de grasa de cerdo marca Paladini
e 100 ml de aceite de maiz
e 10 g de colesterol (Sigma Chemicals, St Louis, EE. UU.)

e Agua cantidad necesaria

|
GRASA I CERDO
DERQETIDA COME B

soe :}

PALADINI

1- En un recipiente se colocaron 1Kg g de alimento balanceado GANAVE que se
humedecieron unos minutos con agua tibia para desarmar los pellets y formar una masa.

2- Se incorpord el colesterol tamizado y se homogeneizé.
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3- Se derritid grasa de cerdo en microondas durante 2 minutos y se incorporé a la masa

4- Se agregd a la preparacion el aceite de maiz, y se amasé hasta obtener una masa
homogénea

5- Finalmente, se rearmaron los pellets y se secaron en microondas durante 3 minutos,

seguido de 10 minutos de horno para eliminar el exceso de humedad

Fig. 13: Elaboracion de la dieta
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V. TECNICAS GENERALES

1. PARAMETROS CLINICOS Y BIOQUIMICOS

1.1. PRUEBA DE TOLERANCIA A LA GLUCOSA

Se utilizé la técnica descripta por Georgiev y col. (2006). Antes de la realizacidn del test los
conejos fueron sometidos a un ayuno estricto de 12 hs, con consumo ad-libitum de agua. Para
la obtencidén del plasma, se tomaron muestras de sangre de la vena marginal de la oreja. Las
muestras se recolectaron con hematocritos heparinizados que posteriormente se
centrifugaron durante 15 minutos a 3000 rpm. Se tomd la muestra basal correspondiente al
minuto 0, se administrd via intraperitoneal una solucién de glucosa al 20 % (10 ml/ kg de peso)
y se procedid a la toma de muestra de sangre a los 60 y 120 minutos posteriores. Los niveles
de glucosa en plasma se midieron usando reacciones colorimétricas con kits comerciales
(Wiener, Rosario-Argentina) en espectrofotdmetro a 505 nm y los resultados se expresaron en

mg/dl.

1.2. MEDICION DE PRESION ARTERIAL MEDIA Y FRECUENCIA CARDIACA

Una vez concluidas las 6 semanas de alimentacion, los conejos con ayuno previo de 12 horas
fueron pesados y anestesiados con ketamina (20 mg / kg) y diazepam (0,5 mg / kg). Se midié
presion arterial media (PAM) y frecuencia cardiaca (FC) por método directo en la arteria
cardtida mediante un catéter conectado a un transductor de presidon (Gould-Statham P23,
California, EE. UU.). Los valores se registraron mediante un sistema de adquisicién de datos

(Biopac MP100, Aero Camino Goleta, EE. UU.).

1.3. PERFIL LIPIDICO

Se recogieron muestras de sangre, a través del catéter inserto en la arteria cardétida en tubos

de vidrio limpios para la obtencién de suero y en tubos que contenian previamente un
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anticoagulante (EDTA 107M) para la obtencién de plasma. Los tubos fueron centrifugados
durante 15 minutos a 3000 rpm. El CT, las HDL-C, las LDL-C, y los TG se midieron mediante
reacciones colorimétricas con kits comerciales (Wiener, Rosario, Argentina) en

espectrofotémetro a 505 nm y los resultados se expreasaron como mg/dl.

1.4. INDICE TYG

Lee y col. (2015) demostraron que los individuos con fenotipo MOPN pueden ser identificados
en funcion del indice TG y glucosa (indice TyG) que resulta del producto de los valores de
glucemia en ayunas y los niveles de TG. Este indice es un marcador simple que tiene una alta
correlacién con el grado de RI. El mismo se calculé como: (triglicéridos en ayunas (mg dI') x

glucosa en ayunas (mg dl?) / 2).

1.5. PROTEINA C REACTIVA (PCR)

Los valores de proteina C reactiva (PCR) en suero, se determinaron mediante una prueba
turbidimétrica cuantitativa, empleando kits comerciales (Wiener, Rosario, Argentina). Los

resultados fueron expresados en mg /dl.

1.6. DETERMINACION DE NITRITOS EN PLASMA

Los valores de nitritos se midieron de acuerdo con la técnica de Moshage y col. (1995),
empleando la reaccién de Griess. Para esta técnica se procedié a la preparacién de reactivo

de Griess de la siguiente manera:

e n-Naftil 0.1%
Reactivo de Griess (Se reservoé a -4°c en frasco color

e Sulfanilamida 1% ” _ o
caramelo para evitar la oxidacion)

e Acido fosférico 6%
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Después de la medicién de la PAM, se procedié a la inmediata recoleccidon de sangre en tubo
de vidrio con EDTA 10”’M y rapidamente se centrifugé a 3000 rpm, ya que la separacion
inmediata del plasma y de los glébulos rojos es un paso fundamental en esta técnica. Los
resultados fueron expresados en pmol/mg de proteinas. Las proteinas fueron determinadas

por método de Lowry.

Reactivo de Griess -Reactivo de Griess
-Alcohol 62,5%

- Alcohol 62,5%
-Blanco

- Muestra (plasma)

[ 10 minutos en oscuridad ]

Desproteinizar con TCA

102 5 Leer en espectrofotometro
a 540 nm

-Centrifugar 10 min. a 3000

rpm

Fig.14: Determinacidn de Nitritos de sodio en plasma.

1.7. ESTRES OXIDATIVO
1.7.1. TBARS

A)- DETERMINACION DE TBARS EN SUERO

La peroxidacién lipidica se evalué midiendo las sustancias reactivas al acido tiobarbiturico
(Tbars) de acuerdo a la técnica descripta por Karbiner y col. (2013). Para la determinacién de
Tbars en suero, se procedid a desproteinizar 500 ul de suero con 1000 pl de acido

tricloroacético (TCA) al 10%, se centrifugd 15 minutos a 10.000 rpm. Se recuperd una alicuota
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de 500 pl del sobrenadante, y se incorporé la misma cantidad de acido tiobarbiturico (TBA), se
incubd en bafo termostatizado a 100 °C durante 45 minutos. Luego, se colocd en bafio con
hielo durante 10 minutos y se midi6é en espectrofotometro a 532 nm. Los resultados fueron
expresados como nmol/ mg de proteinas. Las proteinas se determinaron por el método de

Lowry.

B)- DETERMINACION DE TBARS EN HiGADO Y RINON

Para el ensayo de Thars en érganos, se realizaron homogenados de rifién e higado. Se triturd
25 mg de érgano (rifion o higado) en un mortero a -4°C con 990 ul de buffer RIPA (Tris 50mM
a pH: 7,6; Hcl 1N, CINa 0,3M; EDTA 1Mm; Triton 1%) y 10 pl de céctel inhibidor de proteasas
(sigma-Aldrich). Este coctel se suministra como una solucion lista para usar en DMSO. Su
composicion es la siguiente:
=  AEBSF - [4- (2-Aminoetil) bencenosulfonil fluoruro clorhidrato]: inhibidor de serino
proteasas
= Aprotinina: inhibidor de serino proteasa y elastasa leucocitaria
= Bestatin hidrocloruro: inhibidor de aminopeptidasa
= E-64 - [N- (trans-Epoxysuccinyl) -L-leucine 4-guanidinobutilamida: inhibidor de cisteina
proteasas
= Pepstatina A: inhibidor de proteasas acidas
= Leupeptin : inhibidor cisteina y serina proteasas
Una vez triturado el tejido, se centrifugd a 10.000 rpm, se recogié el sobrenadante, y se
desproteinizé con TCA al 10 %. Se centrifugd nuevamente y se separd el homogenado libre de
proteinas, donde se determinaron de acuerdo a la técnica descripta por Karbinery col. (2013).
Los resultados fueron expresados como nmol/ mg de proteinas. Las proteinas se determinaron

por el método de Lowry.
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1.7.2. DETERMINACION DE LA RELACION GSH / GSSG EN SUERO

Para la cuantificacion de la relacién glutation reducido (GSH) / glutation oxidado (GSSG) se
tomd una alicuota de suero y se precipitaron las proteinas afiadiendo TCA 10 % (1:2). La mezcla
se centrifugd (15 min; 10 000 rpm; 42C). Para cuantificar GSH, el sobrenadante se incubd a
302C (10 min) con 6 mM de 4cido 5,5'-ditiobis 2-nitrobenzoico (DTNB) y se midié la absorbancia
a 412 nm. Para determinar los niveles de glutatién total (GT), el sobrenadante se incubé a 302C
(2 min) con 6 mM de acido 5,5'-ditiobis 2-nitrobenzoico (DTNB) y 0,3 mM NADPH; luego se
afiadio glutation reductasa (0,04 U) y la mezcla se incubd a 302C (10 min) y la absorbancia se
midié a 412 nm. El GSH y GT se calcularon utilizando una curva estandar de GSH. El GSSG se
calculé como GSSG = GT - GSH. Los resultados se expresan como pg / mg de proteina, segun lo

determinado por el método de Lowry.

1.8. EXTRACCION DE ORGANOS Y GRASAS

Luego de toma de muestras de sangre para las determinaciones bioquimicas, los conejos
fueron sacrificados. Se realizé una incisién en la linea media del animal y se aislé la arteria
aorta. Asimismo, se recogieron los 6rganos (higado, rifion, corazoén) y tejidos adiposos (grasa
visceral y retroperitoneal). Las grasas y los drganos fueron pesados en una balanza digital
Mettler H80 (Max. 160 g d =0, 1 mg). Se determind el % de la grasa visceral abdominal (% GVA)
gue corresponde a la suma de la grasa visceral y la retroperitoneal que fue expresada como un

porcentaje del peso total del animal: (peso de la grasa / peso del animal) x 100.
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Grasa visceral abdominal

Grasa visceral abdominal

Fig. 15: Grasa visceral abdominal (GVA). A)- conejo magro, alimentado con dieta control. B)- conejo alimentado
con dieta grasa.

2. TECNICAS MOLECULARES

2.1. INMUNOHISTOQUIMICA

Para los estudios de inmunohistoquimica se usaron cortes de aortas de 5 um, que se
desparafinaron en xilol y se rehidrataron por pasajes en concentraciones decrecientes de
alcohol. El método de recuperacién de antigenos se realizd mediante incubacién con buffer
citrato 10 mM durante 3 minutos en microondas a una potencia de 500 watts. Para el bloqueo
de la peroxidasa enddgena, se incubd una hora en cdmara humeda a temperatura ambiente
con H20,0,3% en metanol. Las isoformas de las enzimas COX-1y COX-2 se detectaron mediante
la incubacién en cdmara humeda durante una noche a 4°C con el anticuerpo primario anti-
COX-1 de conejo (codigo n? 160109) y anti-COX-2 (cédigo n2 160106) (Cayman Chemical, An
Arbor, EE. UU) diluidos en 1:50 y 1: 100, respectivamente. Transcurrido el tiempo de
incubacidn, se lavé con buffer de lavado (TBS-TWEN 0,05%) y se incubd una hora, en cdmara
himeda con el anticuerpo secundario biotinilado (codigo n2 B8895) (Sigma Chemicals, St Louis,
EE.UU.). Posteriormente, se retiré el segundo anticuerpo mediante lavados con buffer y se
incubd durante una hora en cdmara humeda con el complejo Streptavidina-Peroxidasa (codigo
n2S 5512) (Sigma Chemicals, St Louis, EE.UU.), (SBA1%-PBS). Para el revelado se incubd en una
solucion de 3,3’-diaminobezidina tetrahydrochloride (DAB) al 0,05% en tampdn Tris-Hcl

conteniendo 0,025% de H,0; durante 5 a 10 min. Finalmente, se lavd con buffer de lavado y se
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procedid a la tincion con H-E (Fig. 16). Los controles negativos se realizaron en ausencia de
anticuerpo primario. La tincion se cuantificé utilizando el software Image J y los resultados se

expresaron como densidad éptica (DO) de acuerdo a Mustafa y col. (2015).
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Fig. 16: Protocolo de Inmunohistoquimica

2.2. WESTERN BLOTTING

v Preparacién de las muestras (homogenados de arterias)

Las aortas toracicas se congelaron rapidamente y se almacenaron en freezer de -80 ° C hasta
su uso. Para la preparacién del homogenado de arterias, se colocdé en un mortero a -4°C un
anillo adrtico con 990 ul de buffer de lisis (buffer Tris 50mM a pH: 7,6 al que se le agregé CINa
0,3 M; CI2Mg 1,5 Mm, EDTA 0,2 Mm, Triton 1%, 2-Mercaptoetanol 0,05%) y 10 ul del coctel
inhibidor de proteasas descripto previamente, y se trituré con arena lavada. Posteriormente,

se recogid la preparacion y se centrifugd a 10.000 rpm a 4°C, recuperando el sobrenadante.

v Electroforesis

Se realizé una electroforesis para la separacién de las proteinas en gel de poliacrilamida al 10%,

constituido por:
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- Gel separador (10 %): Acrilamida (30%) 2,5 ml; Tris-HCIl 1,5 M 3,4 ml (pH 8,8); agua destilada
3,9 ml; persulfato de amonio 5 mg, SDS (dodecilsulfato de sodio) al 10% 0,2 ml; TEMED (N, N,
N’, N'-Tetrametiletilendiamino) 10 pl.

- Gel estaqueador (4%): Acrilamida (30%) 1,33 ml; Tris-HCI 1 M 1,25 ml (pH 6,8); agua destilada
7,24 ml; persulfato de amonio 6 mg; SDS al 10% 0,1 ml; TEMED 16,7 pl.

A 80 ul de la muestra (homogenado adrtico) se le agregd 190 ul de la siguiente mezcla: Tris-
HCl 1M 0,62 ml pH 6,8; glicerol 0,5 ml; SDS 0,115 g; Dithiotreitol 0,1 g; azul de Bromofenol 0,1
% 10 ul; agua destilada 5 ml y se sembraron 10 ul de todos los grupos. Se utilizé como buffer
de corrida (Tris 1M; glicina 1M; SDS 1M). Las condiciones de corrida fueron 20 mA corriente
constante durante 45 minutos.

e
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Fig. 17: Electroforesis

v Electrotransferencia

Para que las proteinas puedan ser detectadas por anticuerpos, se las transfirié desde el gel
de poliacrilamida a una membrana de nitrocelulosa (Immobilom-NS). Para ello, se colocaron
las membranas en un equipo de electrotransferencia (trans Blot-SD Semi-Dry Transfer Cell- Bio
Rad) (del polo negativo o catodo al positivo o dnodo). Todos los componentes se preincubaron
con buffer de transferencia: (fosfato de sodio monobasico 20 m, pH: 8), durante 30 minutos y

se montaron a modo de sandwich: papel de filtro (Whatman, 20-25 um de retencién), gel,
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membrana de nitrocelulosa, papel de filtro. La electrotransferencia se realizé con corriente de

15 V durante una hora (Fig. 18).

Buffer de transferencia
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Mitrocelulosa con

proteinas transferidas

Fig.18: Electrotransferencia

v Bloqueo

Para el bloqueo se incubd la membrana con buffer de bloqueo (SAB 5% en TBS-T), durante una
hora a temperatura ambiente. De este modo, el anticuerpo sélo podra unirse a su antigeno

especifico, reduciendo asi el ruido de fondo y los falsos positivos.
v Deteccion

Las proteinas COX-1 y COX-2 se analizaron usando los mismos anticuerpos que se emplearon
para realizar la técnica de inmunohistoquimica. Las bandas se visualizaron con
inmunoglobulinas anti-conejo biotiniladas (Sigma Chemicals, St Louis, EE. UU.); Complejo de
Streptavidina marcado con peroxidasa (Sigma Chemicals, St Louis, EE. UU.); y finalmente, se
reveld con 3,3'-diaminobenzidina tetrahidrocloruro (DAB) (Sigma Chemicals, St Louis, EE.UU.).
La intensidad de las bandas se cuantificé usando un sistema de imagen (Imagen J). La expresion
de proteinas para COX-1 y COX-2 se normalizé con la alfa-actina (anticuerpo monoclonal
producido en ratén, Sigma Chemical, St Louis, EE. UU.). Los resultados fueron expresados como

unidades arbitrarias (UA).
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3. REACTIVIDAD VASCULAR

3.1. MEDICION DE TENSION ISOMETRICA

Para los estudios de reactividad vacular se disecd la arteria aorta toracica descendente, se
limpid el tejido conjuntivo adyacente y se cortd en anillos de aproximadamente 5 mm. En
algunos de los anillos se tuvo la precaucion para que el endotelio permanezca intacto, arterias
con endotelio (E+), mientras que en otros el endotelio se elimind mecdnicamente haciendo
rodar suavemente una pinza sobre la luz del vaso, arterias sin endotelio (E-). Los anillos fueron
montados en un sistema de dos “L”: una L movil conectada a un transductor de fuerza
isométrica (Grass Technologies, West Warwick, EE. UU) y otra fija inmersa en una cdmara de
acrilico con un volumen de 10 ml, que contenia solucién de Krebs (pH 7,2) mM: 128 NaCl; 4,7
KCl; 14,4 NaHCOs; 1,2 NaH2PO4; 0,1 NazEDTA, 2,5 CaCl; y 11,1 glucosa, con burbugeo
constante de gas carbdgeno (95% de O, y 5% de CO,), y se mantuvo en bafio termostatizado a
una temperatura de 37 °C. Los anillos fueron tensados mediante tornillos micrométricos del
dispositivo de registro hasta alcanzar una tension basal de 2 g, que fue previamente
establecida como la tensidn dptima para la respuesta inducida por KCI 96 mM. Las arterias se

equilibraron durante 120 minutos cambiando la solucién de Krebs del bafio cada 20 minutos.

MODULOS
REGISTRADOR AMPLIFICADORES DE
SENAL
TRANSDUCTOR
cmlcROMETRo
— » L movil

v

AORTA

Fig. 19: Sistema de contractilidad isométrica.
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3.1.1. CURVA DOSIS RESPUESTA

La curva dosis respuesta (CDR) es un elemento clave en los estudios farmacoldgicos ya que
permite cuantificar la interaccion hormona- receptor, posibilitando el calculo de dos

parametros farmacoldgicos necesarios para caracterizar la respuesta de una droga:

v' Respuesta mdxima (Rmdx): describe la intensidad de la respuesta causada por el
farmaco (actividad intrinseca de la hormona o eficiencia). Se considera el efecto

maximo obtenido con la droga en concentraciones saturantes del receptor.

v' pECso: Se define como el logaritmo negativo de la concentracidon molar del agonista

que produce el 50% de la respuesta maxima.

Las CDR se construyeron, agregando de manera sucesivas dosis crecientes del agonista
(vasorreajante o vasocontractil) (Fig. 20 Ay B), al baiio de érgano en el que se encuentra el
anillo adrtico. Estas dosis crecientes se agregan sin retirar las dosis precedentes del medio. Se
comienza la CDR estimulando con dosis de concentraciones bajas en las que no se detecta
respuesta alguna del agonista, al aumentar la concetracién se observa de manera paulatina la
respuesta de acuerdo a la droga utilizada. Se espera que la curva se desarrolle y cuando alcanza
una meseta se estimula con una dosis mayor. Esto se repite hasta que la respuesta no se

modifica, en este momento se dice que la curva ha alcanzado la Rmax.

3.1.2. ESTIMULACION UNICA

Se estimula al vaso adrtico agregando una Unica concentracidn del agonista en estudio. En este

caso solo se puede evaluar la R.max. Ejemplo: estimulacién unica al KCl 96 mM (Fig. 20 C).
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3.2. DROGAS UTILIZADAS

Se prepararon soluciones madres de Ang Il humana 102 M, Phe 102 M, y Ach 103M. Se
utilizaron los siguientes inhibidores que fueron agregados al bafio de 6rganos 30 minutos antes

de la realizacion de la CDR:

v SC 560 10 M (inhibidor COX-1), NS 398 107 M (inhibidor COX-2), Indometacina 10> M
(inhibidor no selectivo de las COXs)

v SQ 29548 10° M (antagonista del receptor TP)

CAY 10434 10® M (inhibidor de la enzima omega hidroxilasa)

Tempol (compuesto que mimetiza el efecto de la SOD)

Difeniliodinum 10°® M (DFI, inhibidor de la enzima NADPH oxidasa)

Pinacidil 10® M (abridor de los canales de Katp)

Apamina 10 7 M (inhibidor de los canales de Kca, de baja conductancia)

Tetraetilamonio 10 > M (TEA, inhibidor de los canales de Kca de alta conductancia)

LR N N N NN

Krebs 30 mM (despolarizante parcial de membrana)

Todas las drogas fueron adquiridas de Sigma Chemical Co (St Louis; USA) y Cayman Chemicals.
Las soluciones madres concentradas se conservaron a -20 2C, y a partir de éstas se prepararon

diariamente las diluciones necesarias en agua destilada.

3.3. ANALISIS ESTADISTICOS

Para calcular las constantes farmacoldgicas, se realizd un ajuste de los datos a la funcién
sigmoidea con un programa estadistico- graficador (Graph Pad Prism 3.0; GraphPad Software
Inc., San Diego, CA) y se utilizaron los siguientes test estadisticos:

v Test de t para muestras no pareadas: para comparar las Rmax y pECsp entre dos

tratamientos.
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v ANOVA de una via y post test de Duncan: para comparar las Rmax y pECso entre mas
de dos tratamientos
v ANOVA de dos vias con medidas repetidas y post test de Duncan: en CDR para la

comparacion entre las distintas dosis entre los distintos tratamientos.

p <0,05 se considerd estadisticamente significativo

4. HISTOLOGIA

4.1. PREPARACION DE LOS TEJIDOS

El cayado, el primer segmento adrtico y una porcién del I6bulo derecho del higado de cada
conejo, fueron fijados en solucién de formol a pH 7,4 durante 48 hs. Luego, se lavaron con
agua corriente por unos minutos para eliminar toda la solucién de formol del tejido y se
colocaron en alcohol 70° donde se reservaron en heladera a -4 °C hasta la deshidratacion e

inclusion del tejido en parafina.

4.1.1. CORTES HISTOLOGICOS Y TINCION DE ARTERIAS E HIGADOS

Los anillos adrticos y la porcién del higado se deshidrataron progresivamente en banos de
alcohol 70° (una hora), alcohol 80° (40 minutos), alcohol 96° (40 minutos), dos bafios de alcohol
100° (una hora), seguido de dos banos de xilol (una hora). Luego, se procedié a la inclusion en
parafina y la formacién del taco. Se realizaron cortes transversales de 5 um con micrétomo
rotatorio, (Zeiss HM325) y se procedio a la tincidon con H-E. Se tomaron microfotografias de los
cortes histoldgicos, utilizando una camara digital AxioCam HRc incorporada a un microscopio
Zeiss Imager A2. Las imagenes fueron captadas usando un software Axio Vision Release 4.8.2

con aumentos de 40 x.
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4.1.2. HISTOMETRIA DE ARTERIAS

Los anillos adrticos se midieron por morfometria digital con el programa Media Cybernetics®
Image-Pro PlusTM. Se realizaron mediciones del espesor en micras del endotelio, del musculo
liso. Se determind la relacién entre el espesor del endotelio y el espesor del MLV para evaluar

la hiperplasia o la formacién de placa de ateroma. Los resultados fueron expresados en micras.

4.1.3. TINCION DE CAYADOS AORTICOS Y SUDAN IV

Para evaluar la presencia de placa de ateroma, los cayados adrticos de todos los modelos se
sometieron a la tincién de Sudan IV de acuerdo a la técnica de Shahid y col. (2011). Los cayados
previamente fijados en formalina se lavaron repetidas veces con agua corriente. Se
sumergieron en alcohol 70° (15 nimutos). Luego, se colocaron en solucion de Herxheimer: 500
ml de alcohol 80°, 500 ml de acetona, 5g de sudan IV, (15 minutos). A continuacion, se
dispusieron en alcohol 80° (25 minutos). Finalmente, se lavaron con agua corriente durante
una hora. Para el calculo del area sudanofilica se tomaron fotografias de los cayados aérticos
previamente tefidos y se utilizdé el programa Media Cybernetics® Image-Pro PlusTM para la
cuantificacién de la superficie intimal cubierta por la lesidon sudanofilica. Los resultados fueron

expresados en % del area total.
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Capitulo 1

1. INTRODUCCION

Como ya se menciond, las dietas ricas en grasas pueden generar SM caracterizado por la
apariciéon en forma simultdnea o secuencial de diversas alteraciones metabdlicas, e
inflamatorias a nivel molecular, celular o hemodindamico asociadas a la presencia de Rl y de

adiposidad con predominio visceral (ALAD; 2010).

En este capitulo se evaluardn los factores de riesgo que se desarrollan con el consumo de una
dieta rica en grasas saturadas e insaturadas durante un periodo de tiempo corto (seis semanas)

y que definen el SM asi como su efecto sobre la funcién vascular.

2. METODOLOGIA

2.1. REACTIVIDAD VASCULAR
2.1.1. PROTOCOLOS EXPERIMENTALES

2.1.1.1. FUNCION ENDOTELIAL

La funcién endotelial se evalué realizando CDR a Ach (10 a 10> M) en arterias previamente
contraidas con fenilefrina (Phe 5x10°® M). Los mecanismos de la disfuncién endotelial fueron
estudiados analizando el papel de los productos de las isoformas de las COXs (COX-1 y COX-2)
o las EROS en la disminucién de la respuesta relajante a Ach. Las arterias se incubaron ya sea
con NS 398 107 M (inhibidor selectivo COX-2), SC 560 10® M (inhibidor selectivo COX-1),
Tempol 107 M (compuesto que mimetiza el efecto de la SOD) o diphenyleneiodonium 10 M
(DFI, inhibidor de NADPH oxidasa) (Fig. 21). Las drogas fueron, afiadidas al bafio 30 minutos

antes de la estimulacidn con Phe. La relajacion a Ach se expresé como porcentaje. Esquema 1.
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Estructura quimica de los farmacos usados en la incubacion a Acetilcolina
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Fig. 21: Estructura quimica de los farmacos usados en la incubacién a la Acetilcolina: Inhibidores de las
ciclooxigenasas SC 560 (inhibidor COX-1) y NS 398 (COX-2), Tempol (compuesto que mimetiza el efecto de la
superodxido dismutasa), DFI (inhibidor de NADPH oxidasa).
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EsSsQUEMA 1: CURVA DOSIS RESPUESTA A LA ACETILCOLINA

Ach (10%a 10°° M)

|

2 Hs
equilibracién

|

1

Phe 5x10° M

Ach (10%a 10° M)

|

Control- Sin incubacion

2 Hs
equilibracién

J

Con Incubacioén: Phe lel.bM
- NS398 107 M

-SC 560 10° M

-Tempol 107 M

-DFI 107M

2.1.1.2. FUNCION VASCULAR

La funcién vascular se evalué mediante CDR a los agonistas contractiles Ang 1l (10%°a 10> M)
y NA (108 a 103M), o estimulacién unica con KCl 96 mM, en anillos aérticos (E+) y (E-). Para
estudiar el papel de los metabolitos del AA y/o EROS en la respuesta contractil a la Ang Il,
algunos anillos adrticos E + se incubaron con indometacina 10 M (inhibidor no selectivo de

las COXs), NS 398 107M, SC 560 10°® M, SQ 29548 10°® M (antagonista del receptor TP), CAY
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10434 10® M (inhibidor de la omega-hidroxilasa), Tempol 10”7 M o DFI 10® M,y se realizaron

las CDR a la Ang Il (Esquema 2). Los resultados se expresaron como mg de contraccion

isométrica.

Para evaluar si existen alteraciones en las propiedades relajantes del MLV se realizd

estimulacion Unica con Nitroprusiato de Sodio (NPS, 10°M).

o ESQUEMA 2: CURVA DOSIS RESPUESTA A LA ANGIOTENSINA I1

2Hs
C equil'braIién

Control -Sin incubacion Ang I (10-9 a 10'6|V|)

2 Hs
equilibracién

|

Ang Il (10° a 10°M)

Con incubacién:
-NS398 107 M
-SC560 10¢M
-Indometacina 10> M
-5Q 29548 10 M

-CAY 10434 10-6 M
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Estructura quimica de los fdrmacos usados en la incubacion a la Angiotensina Il
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Fig. 22: Estructura quimica de los farmacos usados en la incubacién a la Ang IlI: Inhibidores especificos de
ciclooxigenasas SC 560 (inhibidor COX-1) y NS 398 (COX-2), Tempol (compuesto que mimetiza el efecto de la
superoxido dismutasa), DFI (inhibidor de NADPH oxidasa), Indometacina (inhibidor no selectivo de las

ciclooxigenesas), CAY (inhibidor de la omega-hidroxilasa).

o FESQUEMA 3: CURVA DOSIS RESPUESTA A LA NORADRENALINA
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3. RESULTADOS

3.1. PARAMETROS CLINICOS Y BIOQUIMICOS

3.1.1. TOLERANCIA A LA GLUCOSA

La prueba de tolerancia a la glucosa mostré que una DG administrada durante un periodo de
6 semanas, incrementd de manera significativa el valor de GB (tabla 4) y los valores de glucosa
en sangre a los 60 minutos (DC: 167 + 10 mg/dl vs DG: 200 + 7 mg/dl) y 120 minutos (DC: 138
+ 10 mg/dl vs DG: 163 + 4 mg/dl; p <0,05 ANOVA de una via y post test de Duncan).

3.1.2. VALORES DE PESO, GRASA VISCERAL ABDOMINAL, GLUCOSA BASAL, PERFIL
LIPIDICO, PCR, INDICE TYG, PRESION ARTERIALY FRECUENCIA CARDIACA

El consumo de una DG durante seis semanas no incrementd el peso corporal de los animales
con respecto a los que consumieron una DC (Tabla 4). Sin embargo, la DG indujo un aumento
significativo de los valores de % GVA, TG, PCR, del indice TyG y una disminucién del HDL-C con

respecto ala DC. Los valores de CT y LDL-C no mostraron diferencias entre ambos grupos (Tabla

a).

DC DG 18%

Peso (g) 1942483 204346
Grasa visceral abdominal (%) 0,92 + 0,06 2,31+0,14"
Glucosa basal (mg/dl) 113,2+2,7 126,1+5,8"
Colesterol Total (mg/dl) 61,3+6,0 77,7+5,0
LDL-colesterol (mg/dl) 29,3+7,8 39,5+9,2
HDL-colesterol (mg/dl) 53,5+4,1 24,2 +2,8"

Trigliceridos (mg/dl) 104,9 + 14 191,8 +22,0"

Indice TyG 8,27+0,22 9,28+0,11"

PCR (mg/dl) 5,1+0,9 2243,3"

Presidn Arterial Media (mmHg) 57,2+2,7 56,7+5,3
Frecuencia cardiaca ( Ipm) 277,6£29 281,8+27

Tabla 4: Valores de peso, grasa visceral abdominal, glucosa basal, perfil lipidico, proteina C reactiva (PCR), indice
TyG, presidn arterial media y frecuencia cardiaca de conejos alimentados con dieta control (DC) y conejos
alimentados con dieta grasa al 18 % (DG). Los datos se expresan como la media * ES, n= 12. * p<0,05 indica
diferencias estadisticamente significativas entre DC con respecto al DG (Test de t de Student para muestras no
pareadas).
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3.1.3. NITRITOS EN PLASMA

La DG disminuyé de manera significativa los valores de nitritos en plasma con respecto a

animales alimentados con DC (Fig. 23).
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Fig. 23: Determinacion de Nitrito en plasma de conejos alimentados con dieta control (DC) y dieta grasa al 18%
(DG). Los datos se expresan como la media * ES, n=8.* p< 0,05 indica diferencia estadisticamente significativa
entre los valores de nitritos en plasma de DC con respecto al DG (Test de test Student para muestras no pareadas)

3.2. ESTRES OXIDATIVO

3.2.1. MEDICION DE TBARS

No hubo diferencias significativas en los valores de Tbars en suero (Fig. 24), en rifién (Fig. 25-

A), ni en higado (fig. 25-B) entre conejos alimentados con DCy DG.
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Fig. 24: Determinacidn de Thars en suero de conejos alimentados con dieta control (DC) y dieta grasa al 18% (DG).
Los datos se expresan como la media * ES, n=8. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre ambos grupos dietarios (Test de t de Student para muestras no pareadas).
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Fig. 25: Determinacién Tbars en conejos alimentados con dieta control (DC) y dieta grasa al 18% (DG). Los datos
se expresan como la media + ES, n=8. A)-Determinacidn de Tbars en rifidn. B)-Determinacién de Tbars en higado.
No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos dietarios. (Test de t de Student
para muestras no pareadas).

3.2.2. RELACION GSH/GSSG EN SUERO

No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los valores en la relacion

GSH/GSSG en suero de conejos alimentados con DC y DG (Fig. 26).
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Fig. 26: Determinacién del indice GSH/GSSG en suero de conejos alimentados con dieta control (DC) y dieta grasa
al 18% (DG). Los datos se expresan como la media  ES, n=8. No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre ambos grupos dietarios (Test de t de Student para muestras no pareadas).
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3.3. ESTUDIOS MOLECULARES
3.3.1. INMUNOHISTOQUIMICA

3.3.1.1. EXPRESION DE LAS CICLOOXIGENASAS COX-1y COX-2

Los resultados de inmunohistoquimica (Fig. 27) revelaron que la isoforma constitutiva de la
COX (COX-1) se expreso en anillos adrticos de ambos grupos dietarios (Fig. 28), mientras que

la isoforma inducible (COX-2), sélo se expresé en conejos alimentados con DG (Fig. 29).

= r»_-‘. A 1 ’..'_. “‘ !
ISty
-
i .'(..’ h "'; =
.;)" ": "5}( :}h{b«\nf‘j- 1

3
: D g -
RE AL ERAPAVIIE

Fig. 27: Inmunodeteccion de las isoformas de ciclooxigenasa COX-1 y COX-2 en anillos adrticos de conejos
alimentados con dieta control (DC) y con dieta grasa al 18% (DG), n =8. Se observa expresién de COX-1 en ambos
grupos dietarios y de la isoforma COX-2 Unicamente en el grupo alimentado con DG. Fotografias tomadas con
microscopio éptico con aumento 40 x. E: Endotelio; MLV: Musculo liso vascular; A: adventicia
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Fig.28: Cuantificacidn de la expresion de la isoforma COX-1 en anillos adrticos de conejos alimentados con dieta
control (DC) y dieta grasa al 18% (DG). Los datos se expresan como la media * ES, n =8. A)- Endotelio, B)-Musculo
Liso, C)- Tunica Adventicia. * p< 0, 05 indica diferencias estadisticamente significativas entre el DC y DG (Test de
t de Student para muestras no paareadas).
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Fig. 29: Cuantificacion de la expresion de la isoforma COX-2 en anillos adrticos de conejos alimentados con dieta
control (DC) y dieta grasa al 18% (DG). Los datos se expresan como la media * ES, n=8. A)-Endotelio, B)-Musculo
Liso, C)- tunica adventicia. *p< 0,05 indica diferencias entre DC y DG. (Test de t Student para muestras no
pareadas).
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3.3.2. WESTERN BLOTTING

Los estudios de western blotting mostraron que la isoforma COX-1 se expresé en conejos
alimentados con DC y DG. La cuantificacién demostrd que si bien hay mayor cantidad de la
proteina en los animales alimentados con DG, el valor no es estadisticamente significativo.

Asimismo, la isoforma inducible COX-2 se expresd solo en los conejos alimentados con DG.
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Fig. 30: A)-Expresién de las ciclooxigensas COX-1 y COX-2 en homogenados adrticos de conejos alimentados con
dieta control (DC) y dieta grasa al 18% (DG). B)- Cuantificacién de la expresién de la ciclooxigensa COX-1 en
homogenados adrticos de conejos alimentados con DCy DG. C)- Cuantificacidn de la expresion de la ciclooxigensa
COX-2 de homogenados adrticos de conejos alimentados con DCy DG. Los datos se expresan como la media * ES,
n=8. * p< 0,05 indica diferencias estadisticamente significativas entre el DC y DG en la expresion de la isoforma
COX-2 (Test de t Student para muestras no pareadas).
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3.4. FUNCION ENDOTELIAL

3.4.1. RESPUESTA A LA ACETILCOLINA

La relajacion dependiente de endotelio inducida por Ach se redujo significativamente en las
arterias de conejos alimentados con DG (DC-Rmax: 66,2 + 5,2% vs DG-Rmax = 43,0 + 5,5%, n =
10, p<0,05. Test de t para muestras no pareadas) (Fig. 31). La incubacién con los inhibidores
especificos, SC 560 y NS 398 restaurd la respuesta a Ach, mientras que la incubacién con
Tempol no la modificé (Fig. 32). EI DFI disminuyd la relajacion provocada por Ach en anillos
adrticos de ambos modelos dietarios.
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Fig. 31: Curva dosis respuesta a la Acetilcolina en arterias de conejos alimentados con dieta control (DC)y dieta
grasa al 18 % (DG). Los datos se expresan como la media  ES, n=10. * p <0,05 indica diferencia estadisticamente
significativas en las relajacién maxima a Ach de anillos adrticos de DC con respecto a los anillos adrticos de conejos
DG. (ANOVA de dos vias con medidas repetidas y post test de Duncan)
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Fig. 32: Curva dosis respuesta a la Acetilcolina en aortas de conejos alimentados con dieta control (DC) y
alimentados con dieta grasa (DG) no tratadas o tratadas con NS 398 107’M, SC 560 10°°M y Tempol 10”’M. Los
datos se expresan como la media + ES, n=8. *p <0,05 indica diferencias estadisticamente significativas entre la
relajacion mdaxima de las arterias de conejos alimentados con DCy las arterias de conejos alimentados con DG no
tratadas o tratadas con NS 398 o0 SC 560 (ANOVA de una via y post test de Duncan).
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3.5. FUNCION VASCULAR

3.5.1. RESPUESTA AL NITROPRUSIATO DE SODIO

Las respuestas de relajacién al NPS 5x10® M, un vasodilatador del musculo liso independiente

de endotelio, fueron las mismas entre los conejos alimentados con DC y DG (Fig. 33)

A 150- B 150,
5 XS
3 1004 . 3 100+ _
g e s -
i i
= 50- = 50-

0 . ... H O . n e
DC DG DC DG

Fig. 33: Estimulacién Unica con Nitroprusiato de sodio en arterias de conejos alimentados con dieta control (DC)
y con dieta grasa al 18% (DG). Los datos se expresan como la media + ES, n=8. A)-Arterias con endotelio (E+) y B)-
Arterias sin endotelio (E-). No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos
dietarios. (Test de t de Student para muestras no pareadas).

3.5.2. RESPUESTA A LA ANGIOTENSINA 11

La Rmdx a Ang Il fue similar en los anillos adrticos E+ de ambos grupos dietarios. Cuando se
elimind el endotelio, la Rmax inducida por Ang Il se redujo significativamente en las arterias
de conejo DG en comparacion con los conejos DC. En arterias E- de conejos controles se
encontré un aumento en la afinidad evidenciado por un desplazamiento hacia la izquierda de
la CDR para Ang Il (pECso E-: -8,46 + 0,07 frente a E+: -7,82 + 0,08, respectivamente, n =8, p
<0,01, prueba de t de Student para muestras no pareadas). Esta diferencia desaparecié en
arterias de conejo con DG (pECso E-: -8,04 + 0,08 frente a E+:- 8,15 + 0,06; n = 8, n.s) (Fig. 34).
Cuando se compararon ambos grupos dietarios, los resultados mostraron que las respuestas
contrdctiles a Ang Il se sensibilizaron en arterias con E + y se desensibilizaron en arterias E-

en conejos con DG (p <0,05. ANOVA de una via y prueba posterior de Duncan).
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Fig. 34: Curva dosis respuesta a la Angiotensina Il en arterias con endotelio (E+) y arterias sin endotelio (E-) de
conejos alimentados con dieta control (DC) o dieta grasa al 18% (DG). Los datos se expresan como la media = ES,
n =8. *p < 0,05 indica diferencias estadisticamente significativas entre Rmax de arterias E- del grupo control (DC)
respecto al resto de los grupos. (ANOVA de una via y post test de Duncan). f p < 0,05 indica diferencias
estadisticamente significativas entre pECso de arterias E+ de conejos DC y DG. (ANOVA de una via y post Test de
Duncan). B p < 0,05 indica diferencias estadisticamente significativas entre pECso de arterias E- de conejos DC
respecto al pECso de los demds grupos. (ANOVA de una via y post Test de Duncan).

3.5.2.1. MECANISMOS DE SENSIBILIZACION DE LA RESPUESTA A ANGIOTENSINA I1

La incubacién con CAY 10434 10® M, indometacina 10> M, Tempol 107 M o DFI 10® M no
modificd la respuesta contractil de Ang Il, tanto en conejos alimentados con DC como en
conejos alimentados con DG (Tabla 5). Sin embargo, la Rmax inducida por Ang Il en anillos
aodrticos de conejos alimentados con DG se redujo significativamente cuando fueron incubados
con NS 398 107 M, SC 560 10-°M o SQ 29548 10® M (Fig. 35) y (tabla 5). El pretratamiento
con SC 560 107 M mejord inesperadamente la sensibilidad a la contraccion inducida por Ang
Il en las arterias E + en ambos grupos dietarios. Este efecto fue mayor en las arterias de conejos
DG (pECso DC: -7,82 £ 0,08 vs. DC-SC 560: -8,12 + 0,06 vs DG: -8,15 + 0,06 vs DG-SC 560:- 8,48
+ 0,07 p <0,05. ANOVA de una via y post test de Duncan).
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Fig. 35: Curva dosis respuesta a la Angiotensina Il en arterias con endotelio (E+) de conejos alimentados con dieta
control y de conejos alimentados con dieta grasa al 18% (DG) no tratados o tratados con NS 398 10”’M o SQ
29548 10°M. Los datos se expresan como la media + ES, n = 8. *p < 0,05 indica diferencias estadisticamente
significativas en la Rmdx entre las arterias de animales con DG no tratadas y tratadas con NS 398 o SQ 29548
(Anova de una via y post test de Duncan). f p < 0,05 indica diferencias estadisticamente significativas en pECso
entre las arterias no tratadas y arterias tratadas con NS 398 0 SQ 29548 (Anova de una via y post test de Duncan).

Rmax (mg) PECso
DG 38801542 -8,1510,06
NS 398 1933+ 304" -7,88+0,15"
SC 560 2437+473" -8,48+0,07"
SQ 29548 2473 + 239" -7,92+0,14"
CAY 10434 36061873 -8,1310,05
Indometacina 35284643 -8,12+0,12
Tempol 38201643 -8,0010,08
DFI 31721376 -8,02+0,07

Tabla 5: Respuesta mdxima (Rmax) y pEcso a la Angiotesina Il en anillos adrticos con endotelio de conejos
alimentados con dieta grasa al 18% (DG). Los datos estan expresados como la media + ES, n=8.* p < 0,05 indica
diferencias estadisticamente significativas entre la Rmax y pECso de arterias DG no tratadas con respecto a las
arterias DG tratadas con NS 398 10 ’M (inhibidor COX-2), SC 560 10 ®M (inhibidor COX-1), SQ 29548 10 ®* M
(inhibidor de receptores TP) (Anova de una via y post test de Duncan).
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3.5.3. RESPUESTA A LA NORADRENALINA

En conejos alimentados con DC la vasoconstriccidn inducida por NA fue mayor en los anillos
aodrticos E +, en comparacion con los de los anillos adrticos E-. El agregado de grasa a la dieta

aumenté significativamente la Rmax como la afinidad a la NA en las arterias E-. (Fig. 36)
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Fig. 36: Curva dosis respuesta a Noradrenalina en arterias con endotelio (E+) y sin endotelio (E-) de conejos
alimentados con dieta control (DC) o dieta grasa al 18% (DG). Los datos se expresan como la media + ES, n=8 *p
<0,05 Indica diferencias estadisticamente significativas entre Rmax de arterias con E+y E- de conejos DC. fp <
0,05 indica diferencia estadisticamente significativas entre Rmax de arterias E- de DC y DG. P p < 0,05 indica
diferencia estadisticamente significativa entre pECso de DC E- con respecto al resto de los grupos. (Anova de una
via y post test de Duncan).

3.5.4. RESPUESTA AL CLORURO DE POTASIO

Las arterias de conejos alimentados con DG exhibieron una respuesta contractil
significativamente mayor al KCI 96 mM con respecto a los alimentados con DC, tanto en anillos

E+ (Fig. 37 A), como E- (fig. 37 B).
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Fig. 37: Respuesta Unica al KCl en arterias de conejos alimentados con dieta control (DC) o dieta grasa al 18% (DG),
Los datos se expresan como la media + ES, n=8. A)- Arterias con endotelio (E+). B)- Arterias sin endotelio (E-). *
p<0,05 indica difencias estadisticamente significativas entre DC y DG. (Test de t Student para muestras no
pareadas).

3.6. HISTOLOGIA

3.6.1. CORTES HISTOLOGICOS DE HIGADOS

La coloracién con H-E realizados en tejido hepatico de conejos alimentados con DC y conejos
alimentados con DG (Fig. 38), reveld que no existen alteraciones morfolégicas generadas por

la DG en el higado.
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Fig. 38: Tincion Hematoxilina-Eosina en tejido hepatico de conejos alimentados con dieta control (DC) y conejos
alimentados con dieta rica en grasa al 18% (DG). Magnificacion 60 x.
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4. DISCUSION

Los resultados obtenidos demostraron que el consumo de una DG durante un periodo de 6
semanas en conejos jovenes conduce a: 1) obesidad central, 2) alteracién de la GB e IT, 3)
alteraciones en el perfil lipidico, caracterizadas por un aumento en TG y una disminucién en
HDL-C, sin cambios en el CT y en el peso corporal. Por lo tanto, este modelo animal tiene
alteraciones metabdlicas que caracterizan el SM humano en concordancia con la definicién
del ATP Il puede considerarse segin Ruderman y col. (1998), un modelo de conejo
metabdlicamente obeso con peso normal (MOPN), el aumento en el indice TyG respalda esta
afirmacion. Este modelo podria ser util para estudiar mecanismos tempranos implicados en
los trastornos metabdlicos inducidos por la alimentacion rica en grasas, ya que imita las
alteraciones que presentan los individuos MOPN. Actualmente, casi todos los modelos
animales que desarrollan SM son obesos. Cao y col. (2012) caracterizaron un modelo de rata
con obesidad abdominal y peso normal, utilizando una dieta modificada con alto contenido en
sacarosa. Estos autores informaron esteatosis, cambios morfolégicos mitocondriales y RI. Sin
embargo, otras caracteristicas que definen al SM como presién arterial alta, aumento en los
valores de TG, HDL-C reducido no fueron analizadas. La disfuncién vascular asociada con el SM
y la obesidad ha sido bien documentada (Stapleton y col.; 2008). Sin embargo, no hay estudios
gue caractericen los cambios vasculares tempranos relacionados con MOPN inducido por una
DG. Nuestros hallazgos demostraron que la relajacién a Ach y los niveles de nitritos plasmaticos
estdn disminuidos en el modelo por lo tanto, podemos afirmar que los animales MOPN
presentan disfuncién endotelial. Existen numerosas hipétesis sobre el origen de la disfuncidn
endotelial en la obesidad. Una de ellas es que la Rl conduce a la disfuncion endotelial (Singhal
y col.; 2005). Una hipétesis alternativa es que tanto la Rl como la disfuncion endotelial tienen
un antecedente comun en los posibles mediadores inflamatorios liberados del tejido adiposo
(Yudkin J.; 2003). La disfuncidon endotelial puede ser la etapa mas temprana en el continnum
cardiovascular, por lo tanto, podria representar un biomarcador de lesidn vascular temprana.
El aumento en la presion arterial sistémica puede ser una etapa posterior en la evolucién del
SM al dafio cardiovascular. Nuestro grupo de trabajo ha caracterizado previamente un modelo

de obesidad con hipertension arterial en conejos alimentando con DG al 10 % durante un
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periodo de 12 semanas (Jerez y col.; 2012). Existen algunas diferencias entre los modelos de
conejos obesos con incremento del peso corporal que se obtuvo mediante una dieta con
menor % de grasa pero administrada durante mas tiempo y el modelo MOPN. Aunque ambos
modelos experimentales mostraron un aumento en el % GVA, y en los valores de GB, solo los
conejos metabdlicamente obesos con sobrepeso mostraron aumento en los niveles de PAM.
Teniendo en cuenta los estudios prospectivos que muestran que la IT seria un predictor de
hipertensién, podemos suponer que un periodo corto de alimentacién con una dieta de alto
contenido en grasas como la administrada en conejos MOPN puede ser insuficiente para elevar
la PAM por encima de los niveles normales. Asimismo, la disminuciéon de los niveles de nitritos
encontrada en el plasma implica una reduccidn en la biodisponibilidad del NO, transformando
al endotelio en una fuente de mediadores que dafan la pared arterial. Datos bibliograficos
demuestran que los metabdlitos proinflamatorios del AA a través de las tres vias, la COXs, la
lipoxigenasa y las oxigenasas dependientes de citocromo P450, asi como el aumento del estrés
oxidativo, estan implicados en la disfuncidon endotelial. Estudios previos de Vessiéres y col.
(2010), Tian y col. (2012) demostraron que un aumento en la produccion de radicales libres
puede explicar el aumento de los metabolitos de la ruta de las COXs implicados en la disfuncion
endotelial. Por lo tanto, para estudiar los mecanismos de la disminucion de la respuesta
endotelial a Ach en conejos alimentados con DG se evaluaron los efectos de NS 398 (inhibidor
de COX-2), SC560 (inhibidor de COX-1) y Tempol (antioxidante) en la relajacidn a la Ach. EI NS
398 y el SC560 lograrédn normalizar el efecto de la Ach. Sin embargo, el Tempol no lo modificé.
Estos resultados indican que las COXs pueden jugar un papel en la disfuncién endotelial
inducida por una DG.

Siddiqui y col. (2006) demostraron una reduccién en la respuesta a agonistas contractiles y
cambios en la reactividad vascular, en un modelo con prevalencia de SM. En el presente
modelo de conejo MOPN, se encontré un aumento independiente del endotelio de la
respuesta contractil al KCl. La respuesta contractil a la NA en los anillos adrticos E + fue similar
en ambos grupos dietarios. Sin embargo, la eliminacién del endotelio aumenté la Rmax y la
sensibilidad a la NA en conejos alimentados con DG con respecto a los conejos alimentados

con DC. Teniendo en cuenta estos resultados, podemos hipotetizar una mayor reactividad del
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MLV inducida por la DG. La activacion del SNS desempena un papel fundamental en la etiologia
y en las complicaciones del SM (Thorp y col.; 2015). Sin embargo, la frecuencia cardiaca
(marcador de actividad simpatica) no se modificd en el modelo MOPN con respecto a los
conejos con DC. Esto demustra que la activacion del SNS no explicaria el aumento en el tono
vascular. La contribucién del NO en el mantenimiento del tono vasodilatador en condiciones
de reposo ha sido ampliamente documentada (Sandoo y col.; 2010). Teniendo en cuenta que
se encontraron niveles reducidos de nitritos en el plasma de conejos en el modelo MOPN, la
reduccion de la biodisponibilidad de NO podria ser responsable del aumento de la reactividad
vascular. Asimismo, la DG modificd la respuesta contractil a Ang I, produciendo una
sensibilizacién de la respuesta en las arterias E+ con respecto a las arterias de conejos
alimentados con DC. Estudios previos demostraron que la liberacion de un metabolito
vasoconstrictor derivado de las enzimas COXs y de la omega hidroxilasa dependiente de
citocromo P450 sensibilizé la respuesta de Ang Il durante la disfuncion endotelial (Jerez y col.;
2005). Por tal motivo, se verificd el papel de los metabolitos del AA en la sensibilizacion
dependiente del endotelio a Ang Il. EI CAY 10434 (inhibidor de omega hidroxilasa) y la
indometacina (inhibidor dual de COXs) no tuvieron efectos sobre la respuesta contractil a Ang
IIl. Sin embargo, en las arterias tratadas con NS 398 se observé normalizacidn de la sensibilidad
incluso reduccién de la Rmax a Ang Il. Inesperadamente, el SC 560 mejoré la afinidad de Ang
Il en arterias de ambos grupos tanto en el DC como en el MOPN. La principal PG liberada por
el endotelio de la aorta de conejo en condiciones basales es la PGl; (Medina y col.; 2014). Este
estudio demostrd que solo la COX-1 se expresé en conejos alimentados con DC. Por lo tanto,
la inhibicidn de la liberacién de PGIl, puede explicar el efecto del SC 560. Considerando que
ambas isoenzimas COX-1y COX-2 se expresaron en arterias de conejos alimentados con DG, la
inhibicién de COX-1 puede desenmascarar los efectos de COX-2 en tales condiciones. Eso
significa que la regulacién de la COX-2 puede estar involucrada en la disfuncién vascular
asociada a la DG. De hecho, la falta de efecto de la indometacina apoya esta hipétesis. Como
se indicd en la introduccidn, Xiang y col. (2006 y 2008) encontraron en ratas Zucker obesas un
incremento de la vasoconstriccion mediada por los receptores TP. Estos estudios sugieren que

la COX-2 podria estar involucrada en la sobreproduccion del TXA;. Teniendo en cuenta estos
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datos, se estudio el efecto del bloqueante de los receptores TP, el SQ 29548. En tal sentido,
se demostro que el SQ 29548 revirtio la sensibilizacidn y atenud la respuesta contractil a la Ang
I, incluso en comparacion con las arterias no tratadas. La eliminacién del endotelio redujo la
respuesta contractil y el pECso a Ang Il en animales alimentados con DG en comparacion con
los que recibieron una DC. Estos resultados apoyan la hipdtesis de que la regulacidn positiva
de COX-2 podria contribuir a la disfunciéon endotelial por produccién de metabolitos que
activan los receptores TP e inducen a la sensibilizacién de la Ang Il en conejos alimentados con
DG. Numerosos trabajos sefialaron el papel de las EROS en la regulacién positiva de COX-2.
Tiany col. (2012) demostraron la liberacién de factores contractiles derivados de COX-2 desde
el endotelio en respuesta a la estimulacion de las EROS en ratas hipertensas. Considerando
que el SM se ha relacionado con un aumento de la produccién de EROS (Roberts y col.; 2006,
Busija y col.; 2006), se evaluo el estrés oxidativo en el modelo de conejo MOPN determinado
por los valores de Thbars y la relacion GSH/GSSG en suero. Sin embargo, no encontramos
aumento de dichos pardmetros de estrés oxidativo sistémico en el modelo MOPN con respecto
al DC. Con el fin de verificar la hipotesis de que el estrés oxidativo puede ser una manifestacién
local temprana, se realizaron determinaciones de Thars tanto en tejido hepatico como renal.
Sin embargo, tampoco se hallaron diferencias significativas en los valores en la peroxidacién
lipidica en dichos érganos en conejos MOPN con respecto al DC. Si bien el anidn superéxido
reacciona con el NO de tres a cuatro veces mas rdpido de lo que reacciona con la SOD, esta
reaccion solo se convierte en un factor de regulador bioldgico significativo cuando los niveles
de anidn superdxido aumentan o cuando los niveles de NO son muy altos. A medida que los
niveles de NO aumentan, compite con la SOD por el metabolismo del anién superdxido,
formando especies reactivas, que incluyen ONOO-, una molécula que causa la modificacién
de otras moléculas bioldgicas vy sitios activos en proteinas potencialmente involucradas en los
mecanismos de sefializacién que influyen en la funcidn vascular (Knott y col.; 2009). Teniendo
en cuenta que no se encontraron aumentos de la peroxidacién lipidica a nivel sistémico y local
en el modelo MOPN, inferimos que los sistemas antioxidantes del organismo pueden ser
suficientes para compensar y mantener los niveles normales de EROS. Este resultado fue

consistente con la falta de efecto de Tempol sobre la respuesta contractil en la Ang Il y en la
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relajacién a Ach en aorta de conejo alimentado con DG. Por lo tanto, el aumento de EROS no
seria el responsable de la regulacion positiva de COX-2 en el presente modelo.

La dieta de tipo occidental (alta en carbohidratos y grasas) estd relacionada directamente con
los niveles de PCR (Ridker y col.; 2003). El modelo MOPN mostré valores de PCR en plasma mas
altos que en conejos metabdlicamente sanos. Lee y col. (2006) demostraron la modulacion de
la expresion génica inflamatoria por lipidos. Los acidos grasos saturados (AGS) inducen la
expresion de COX-2. Los acidos grasos omega 6 (n-6), y especialmente el acido linoleico pueden
causar disfuncidn endotelial, asi como potenciar la lesidn de celulas endoteliales mediada por
el TNF-a. (Toborek y col.; 2002). Recientemente, Hennig y col. (2006) han demostrado que
tanto la via de sefializacidn de la quinasa regulada por sefial extracelular (ERK1 / 2) asi como la
via de fosfatidilinositol-3 quinasa/ proteina quinasa B (PI3K / Akt) pueden contribuir al efecto
del acido linoleico sobre la activacién de células endoteliales por productos derivados del
aumento en la transcripcién del factor nuclear kappa B. Considerando que hemos encontrado
un incremento en los niveles de los AG n-6 ( acido linoleico y acido araquiddnico) y AGS en
plasma de conejos alimentados con DG (Alarcén y col.; 2016), podemos inferir que los mismos
serian responsables de la sobreexpresion de la COX-2. Sin embargo, ambas isoformas, tanto
COX-1 como COX-2 contribuyen a la respuesta inflamatoria y el grado con el que cada isoforma
contribuye puede depender del estado inflamatorio y de los niveles relativos de las enzimas
en el tejido blanco (Morteau O.; 2000) Por lo tanto, la expresidon de COX-2 inducida por una

DG tendria un papel clave en el estado pro-inflamatorio del modelo MOPN.
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5. CONCLUSION

Los resultados obtenidos demostraron que una DG genera un modelo de conejo que imita
algunas caracteristicas metabdlicas de individuos MOPN, tales como incremento de la GB, ITy
dislipemia caracterizada por aumento en los niveles de TG y reduccion del HDL-C. En este
modelo, la expresiéon de COX-2 y el aumento de los niveles de PCR, nos permite inferir la
presencia de un estado proinflamatorio. La reduccion de la liberacién de NO y la ausencia de
estrés oxidativo tanto sistémico como local, implicarian que este modelo representa una etapa
temprana de las alteraciones metabdlicas que caracterizan al SM. Por lo tanto, la disfunciéon
endotelial y el aumento de la reactividad vascular que demostramos en este modelo, podrian
ser biomarcadores de lesién vascular temprana en individuos MOPN.

Considerando todos nuestros hallazgos en su conjunto, podemos afirmar que los cambios
metabdlicos inducidos por una DG incluso en los individuos de peso normal se asocian a
alteraciones funcionales tempranas de los vasos sanguineos que a su vez podrian ser

responsables del progreso en el continuo de la ECV.
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1. INTRODUCCION

De acuerdo con el Informe de la Conferencia de Consenso publicado por la ALAD (2010) y la
Fundacidn del Colegio Americano de Cardiologia (Brunzell y col.; 2008), el RCM representa un
alto riesgo de vida generado por una ECV. El concepto de RCM es similar al concepto de SM
pero es mas abarcativo, ya que también incluye otros factores de riesgo, que no estdn
presentes en la definicién de SM, tales como los niveles elevados de CT y LDL-C (Kaur J.; 2014).
De acuerdo a la ALAD el concepto de RCM incluye una variedad de factores de riesgo clasicos,
metabdlicos (como los componentes del SM) y “emergentes” como las adipoquinas vy

marcadores inflamatorios.

1.1. COLESTEROL

El colesterol es un componente estructural esencial de las membranas de las células de
mamiferos y juega un papel crucial en el desarrollo embrionario normal, la diferenciacion
celular, conduccién nerviosa, fluidez de la membrana y la sintesis de esteroles. Por lo tanto, el
consumo normal de colesterol es importante para salud humana. Sin embargo, la ingesta
excesiva puede conducir a serias patologias. Una acumulacién descontrolada de colesterol en
las células puede alterar las membranas vy facilitar la apoptosis. La homeostasis del colesterol
en el organismo se mantiene principalmente por sintesis de novo, absorcién intestinal,
excrecion biliar y fecal. La acumulacién excesiva de colesterol en la sangre causa hiperlipidemia
conducente a aterosclerosis, una de las principales causas de muerte en todo el mundo, y
ademads podria contribuir a la aparicion temprana de la enfermedades neurodegenerativas
como el Alzheimer (Barton M.; 2013).

Estudios recientes han demostrado que los AG son capaces de modular la absorcién de
colesterol intestinal mediante complejas regulaciones enzimaticas (Yang y col.; 2018). Las
dietas con alto contenido de AGS a menudo conducen a un aumento en la absorcidn intestinal

de colesterol, aumentando asi el CT y LDL-C plasmatico, en oposicidon con una dieta alta en
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acidos grasos monoinsaturados (MUFA) y acidos grasos poliinsaturados n-3 (PUFA n-3) que

tienen efectos hipolipemiante comprobados (Ahrens y col.; 1957, Buyken y col.; 2010).

HiC\
cH. ,CH—CH,

CH;—CH
CH, CH—CH,
H,C

HO
Fig. 39: Estructura quimica del colesterol

1.1.1. HIPERCOLESTEROLEMIA

La hipercolesterolemia se define como la presencia de niveles elevados de colesterol en la
sangre. Esto se puede relacionar con la dieta, con trastornos metabdlicos o con factores
genéticos tales como mutaciones del receptor de LDL-C (hipercolesterolemia familiar). El
colesterol elevado en general se relaciona con un incremento de las LDL oxidadas (ox-LDL), las
cuales puede ser transportada y depositada en la pared vascular, promoviendo modificaciones
histolégicas conducentes a la formacidn de la placa de ateroma (Austin y col; 2004, Arteaga y

col; 2007)

1.1.2. HIPERCOLESTEROLEMIA: PATOGENESIS DE LA ATEROSCLEROSIS

El proceso comienza cuando las LDL-C penetran en la barrera endotelial y se unen a los
proteoglicanos a través de la apolipoproteina B100 (APO B100) y quedan retenidas en el
espacio subendotelial. La LDL se oxida e induce varias alteraciones proinflamatorias a través
del receptor de ox-LDL tipo lectina-1 (LOX-1). Las ox-LDL estimulan la expresiéon de las

moléculas de adhesién intercelular-1 (ICAM-1) y de adhesién de células vasculares-1 (VCAM-
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1) aumentando la adhesiéon de células inflamatorias y monociticas en el endotelio. Las
particulas de Ox-LDL estimulan a las células endoteliales, y las células del MLV para secretar
proteina quimiotactica-1 (MCP-1) y factor estimulante de colonias monociticas (M-CSF), ambos
factores inducen el reclutamiento de monocitos. Las Ox-LDL promueven el aumento de EROS
(Cominacini y col.; 1998) e inhiben la produccién de NO. Los monocitos se diferencian en
macréfagos y expresan receptores “scavenger”, grupo de diferenciacion (CD36), LOX-1 y
receptores Toll-like. La interaccion Ox-LDL-CD36 induce la diferenciacién de monocitos, la
activacion y la retencién de macréfagos, y los receptores scavenger aumentan la captacion de
ox-LDL y la formacién de células espumosas. La retencidon de ox-LDL conduce a apoptosis de
células espumosas y progresion inflamatoria. Las Ox-LDL también aumentan la expresiéon de
factores de crecimiento, incluido el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) para
la migracién y el factor de crecimiento de fibroblastos basico para la proliferacién en el MLV.
La proliferacién de células del MLV contribuye al engrosamiento de las placas ateroscleréticas
y alaformacion de un nucleo necrético. La interaccidon ox-LDL-CD36 en las plaquetas en reposo
causa la agregacién y activacion de plaquetas, que expresan LOX-1 para mediar la adhesion a
las células endoteliales y aumentar la liberacion de ET-1. La funcidn endotelial se ve afectada,
junto con la disminucidon de NO y el aumento de la sintesis de PG vasocontractiles (Fig 40) (Wu

y col.; 2017).
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Fig. 40: Patogénesis de la aterosclerosis (Modificado de Wu y col.; 2017)
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1.1.3. SINDROME METABOLICO Y 0X-LDL

A la luz de las numerosas actividades proinflamatorias del ox-LDL, estudios clinicos han
destacado su papel como particula proaterogénica (Carmena y col.; 2004). A menudo se ha
observado que los pacientes con SM tienen un LDL-C dentro del rango normal (Despres J.;
2001). De hecho, no hay correlacién entre la obesidad visceral y el aumento de LDL-C en
plasma, lo que sugiere que otros factores podrian influir en el fenotipo LDL-C hacia una
particula mas aterogénica. Valores elevados de TG y mayor liberacién de AGL en pacientes con
SM conducen a un ensamblaje y secrecion de VLDL. Mediante el intercambio de ésteres de
colesterilo y TG entre VLDL y LDL, producen particulas de LDL enriquecidas en TG. Dichas
particulas de LDL enriquecidas en TG, luego se someten a lipdlisis volviéndose aun mas
pequeiias y mas densas (Nicholls S. y Lundman P.; 2004). Por lo tanto, los pacientes con SM
tienen una mayor proporcién de particulas de LDL pequeiias y densas, que son altamente
aterogénicasy penetran en la pared arterial con mas facilidad que su contraparte, siendo mas
suceptible a la oxidacidn (Bjornheden y col.; 1996, Tribble y Col., 1999). Asociado con
hiperinsulinemia y la concentracion elevada de ApoB, se encontré que el LDL de tamafo
pequefio aumenta el riesgo de enfermedad coronaria notablemente (Lamarche y col.; 1999).
En consecuencia, aunque el nivel de LDL-C es un predictor aceptado de ECV, otros factores que
influyen en el fenotipo de LDL-C, como el tamafio de particula y la transformacién oxidativa,
tienen un profundo efecto en su poder aterogénico.

Mientras que el SM se asocia con modificaciones de particulas de LDL-C también afecta el nivel
de HDL-C y su fenotipo. Las HDL-C son un grupo de particulas heterogéneas con propiedades
antiateroscleréticas. De hecho, la asociacion entre bajos niveles de HDL-C y el SM estd bien
establecida a través de estudios clinicos y epidemiolégicos (Gordon D. y Rifkind B.; 1989). El
papel protector de las HDL-C en la aterosclerosis se ha atribuido a su efecto mecanistico de
colesterol inverso, en el que el colesterol de los tejidos periféricos se devuelve al higado para
la excrecion en la bilis (Von Eckardstein y col.; 2005). Estudios recientes han destacado el papel

de la Apo A1 como un componente antiinflamatorio del HDL-C. Se ha demostrado que ratones
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deficientes en Apo Al exhibieron mas lesiones aterosclerdticas y un aumento de la produccién
de MCP-1, sugiriendo que ademads de su efecto de transporte de colesterol inverso mediado
por ABCA-1, la Apo Al tiene una actividad antiinflamatoria importante (Moore y col; 2005).
Ademas, las HDL-C disminuyen las citoquinas proinflamatorias y TNF-a (Calabresi y col.; 2003).
Si bien los efectos beneficiosos de HDL-C estan bien establecidos, existe evidencia que apoya
la hipdtesis de que el HDL-C también podria comportarse como particulas proinflamatorias
bajo ciertas circunstancias (Navab y col.; 1996). Durante una respuesta de fase aguda, la HDL-
C se vuelve proinflamatoria potenciando la migracién de monocitos inducida por las LDL-C, lo
que indica que algunas modificaciones de HDL-C ocurrieron y alteraron su actividad. La
modificacion del fenotipo de HDL-C incluye un nivel disminuido de Apo Al, mientras que las
proteinas como Apo E, Apo A1V, Apo A-V aumentan (Khovidhunkit y col.; 2004). Ademas, los
cambios oxidativos de la Apo Al podrian explicar la capacidad reducida de la Apo A1l para
promover el transporte reverso de colesterol y su acumulacion dentro de lesiones
aterosclerdticas (Mackness y col.; 1997; Zheng y col.; 2004). El SM se caracteriza por la
obesidad visceral y la RI, que tienen numerosos efectos proateroscleréticos en la pared
arterial. La produccidon de particulas de VLDL y la disminucién de los niveles de HDL-C
aumentan la infiltracién vascular de lipidos y la produccion de ox- LDL. Estas proporcionan una
sefial de peligro a los macréfagos y la produccion de células espumosas que producen
citoquinas proinflamatorias y factores de crecimiento que promoveran el desarrollo de

aterosclerosis (Fig. 41).
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Fig. 41: Sindrome Metabdlico y LDL-oxidado (Modificado de Mathieu y col.; 2006).

1.1.4. ATEROSCLEROSIS

La aterosclerosis es un proceso de origen multifactorial que se desarrolla lentamente a lo largo
de las distintas etapas de la vida. Diversos factores de riesgo tanto genéticos como
ambientales estdn involucrados en la patogénesis de esta enfermedad (Libbyy col.; 2011). La
aterosclerosis se define como una enfermedad inflamatoria crénica que afecta las arterias de
tamafio grande y mediano; tanto el sistema inmune innato como el adaptativo estan
involucrados y a menudo se activan en respuesta a la hiperlipidemia (Anderson y col.; 2010).
La aterosclerosis es el nucleo de la ECV que conduce a infartos de miocardio, apoplejia y
enfermedad vascular periférica. La hipercolesterolemia y las variaciones en la hemodinamica
de los vasos arteriales son dos variables importantes que influyen en la aterogénesis (Getz G.

y Reandon C.; 2012).
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1.1.5. MODELOS EXPERIMENTALES DE HIPERCOLESTEROLEMIA

Se ha desarrollado diferentes modelos de animales experimentales con hipercolesterolemia
inducido por dietas. Los modelos murinos son muy resistentes a desarrollar altos niveles de
colesterol en la sangre (Rabot S.; 2010). Los conejos son ampliamente utilizados como modelo
para el estudio de hipercolesterolemia y aterosclerosis, debido a que estos animales tienen un
metabolismo de las lipoproteinas semejante al de los humanos y son altamente sensibles a la
dieta con colesterol. Estos modelos han proporcionado amplios conocimientos sobre la
patogénesis y el desarrollo de la hipercolesterolemia y la aterosclerosis humana (Fan y col,;
2017). Actualmente, se usan tres tipos de modelos: (1) conejos alimentados con colesterol, (2)
conejos hiperlipidémicos de Watanabe, andlogos a la hipercolesterolemia familiar humana
debido a la deficiencia genética de receptores de LDL, y (3) conejos genéticamente modificados
(transgénicos y knock-out) (Fan y col.; 2015). En nuestro laboratorio hemos caracterizado un
modelo experimental de conejo jéven alimentado con una dieta enriquecida en colesterol al
1% (DH) durante 6 semanas. Dicho modelo presentd valores aumentados de CT y LDL-C, TG,
sin cambios en el peso corporal, con valores de GB normales y aumento significativo de PAM.
Por lo tanto, el modelo hipercolesterolémico inducido por la ingesta de colesterol corresponde
a un modelo experimental no obeso, no diabético y sin FRCV propios del SM (RIl, aumento del
% GVA y disminucion de los valores sericos de HDL-C).

La evaluacién del impacto de la dieta hipercolesterolémica sobre la funcién vascular demostré
disfuncién endotelial y aumento en la reactividad a Ang Il (incremento en la Rmdx y en la
sensibilidad) inducidas por liberacion no compensada de metabdlitos vasocontractiles

derivados de ciclooxigenasa COX-1 y/o de la omega hidroxilasa (Jerez y col.; 2005, 2008)

En este capitulo abordaremos el estudio de las alteraciones fisiopatoldgicas en un modelo
experimental de conejo con alteraciones metabdlicas caracteristicas del SM e
hipercolesterolemia asociada (MOPN-HC) desarrollado por el consumo de una DM rica en

grasas al 18% y colesterol al 1%.
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2. METODOLOGIA

Como fue descripto previamente en la seccién de metodologia general, el modelo MOPN-HC
fue desarrollado por la ingesta Ad libitum durante 6 semanas con una DM (grasa al 18% +
colesterol al 1%). Por lo tanto, en este capitulo se trabajé con los siguientes grupos: Dieta

control (DC; n=12), Dieta rica en colesterol al 1% (DH; n=12), Dieta Mixta (DM; n=12).

2.1. Reactividad Vascular

2.1.1. Protocolos experimentales

2.1.2. Funcion Endotelial

La funcidon endotelial se evalto, con una CDR a la Ach (10® a 10 M) en anillos aérticos E+
precontraidos con Phe 5x10® M. Para evaluar el papel de los productos derivados de las COX-
1y COX-2 en los mecanismos de la disfuncién endotelial se emplearon: NS 398 10”7 M, SC 560
10 My SQ 29548 10® M. Los inhibidores se incorporaron 30 minutos antes de realizar la CDR

a Ach. La relajacion se expresé como porcentaje.

° Esquema 4: Curva dosis respuesta a la Acetilcolina

Ach (10%a 10°° M)

!

2 Hs
equilibracién

|

I

Phe 5x10° M

Control-Sin incubacion
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Ach (10% a 10 M)

|

2 Hs
equilibraciéon

' Phe 5x10°¢ M
Incubaciones

NS 398 10’ M

SC56010° M

$Q 29548 10° M

2.1.3. Funcion vascular

La reactividad vascular se evalué con CDR a la Ang Il (10*°a 10® M), NA (10% a 103 M) y
estimulacion unica con KCI 96 mM, en anillos adrticos con E + y E-. Para estudiar los
mecanismos involucrados en la alteracidn de la respuesta contractil a la Ang Il, las arterias E +
fueron tratadas con inhibidores de la sintesis o bloqueantes de los receptores de metabolitos
del AA: NS 398 107 M, SC 560 10° M o0 SQ 29548 10°® M. Para evaluar la funcién de los canales
de K* en la respuesta a Ang Il, se utilizé Pinacidil 10°® M (activador de los canales de K*
dependientes de ATP), Apamina 10”7 M (inhibidor de los canales de Kc,, de baja conductancia),
TEA 103 M (inhibidor de los canales Kca de alta conductancia), Krebs 30 mM (pH 7,2): (98 NaCl,
30 KCl; 14,4 NaHCOs; 1,2 NaH2POas; 0,1 NazEDTA; 2,5 CaCl, y 11,1 glucosa) despolarizante
parcial de la membrana ( Esquema 5). Las drogas fueron agregadas al medio de incubacidon 30
min. antes de realizar la CDR. Los resultados se expresaron como mg de contraccién isométrica.
Para evaluar si existen alteraciones en las propiedades relajantes del MLV se realizé

estimulacion Unica con NPS 10> M (donador de NO).
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e [ESQUEMA 5: CURVA DOSIS RESPUESTA A LA ANGIOTENSINA I1

2 Hs
equilibracion

Ang 1l (109 a 10°°M)

Sin incubacién

2 Hs
equilibracion

Incubaciones

-NS398107 M
-SC560 10°M
-TEA 10° M

-5Q 29548 10° M
-Apamina 10 7 M
-Pinacidil 10 M

-Krebs 30 mM

Ang 1l (109 a 10°°M)
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° ESQUEMA 6: CURVA DOSIS RESPUESTA A LA NORADRENALINA

2Hs
equlhbraludn

T

Control-Sin incubacién

NA (105107 M)

3. RESULTADOS

3.1 PARAMETROS CLINICOS Y BI10QUIMICOS

La administracidon de la DM durante 6 semanas no incrementd el peso corporal con respecto a
los animales que fueron alimentados con DC. Se observé aumento de los valores de PAM, de
PCR con respecto a los animales alimentados con DC. Sin embargo, el aumento en estos
parametros no fue estadisticamente significativo con respecto al grupo alimentado con DH. La
DM elevd los niveles de CT, LDL-C, indice aterogénico CT/HDL y TG con respecto al modelo
animal alimentado con DH, evidenciado un efecto sinérgico del consumo de grasas y de
colesterol. Se observé aumento de la GB, IT e incremento de la GVA con respecto a los grupos

gue no consumieron grasa (DCy DH) (Tabla 6).
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DC DH DM
Peso (g) 1943482 1887+59 1848+52
Glucosa basal (mg/dl) 113,2+2,7 12343 156+14°
Grasa visceral 0,92+0,06 0,6620,22 1,87+0,18%
abdominal (%)
CT (mg /dl) 61,3%6,0 950+1172 1280+144%°
HDL-C (mg /dl) 53,514,1 164 +30° 1974352
LDL-C (mg/dl) 29,3+ 7,8 798+118? 1189120 %
TG (mg /dl) 104,9+14 2224252 489+116°°
Presiéon Arterial Media 57,2+2,7 73+2° 69+32
(mmHg)
Frecuencia cardiaca
(Lpm) 277,629 246+10 251411
Ratio TC/HDL-C 1,67+0,2 5,03+0,22 7,0£0,5%
Proteina C reactiva 5,1+0,9 11+2,86° 1615,00°

Tabla 6: Valores de peso corporal, glucosa basal, grasa visceral abdominal, perfil lipidico, presion arterial media,
frecuencia cardiaca, relacién CT/HDL y proteina C reactiva de conejos alimentados con dieta control (DC), dieta
rica en colesterol (DH) y dieta mixta (DM). Los datos se expresan como media £ ES, n=12. # p<0,05 indica diferencia
estadisticamente significativas entre conejos alimentados con DC con respecto al DH y al DM- ® p<0,05 indica
diferencias estadisticamente significativas entre los los conejos alimentados con DH con respecto al DM (Anova
de una via y post test de Duncan)

3.1.1. TEST DE TOLERANCIA A LA GLUCOSA

El consumo de la DM incrementd de manera significativa los valores tanto de GB como los
valores de glucemia a los 60 y 120 minutos posteriores a la administracidon intraperitoneal de

glucosa, con respecto a los animales alimentados con DC.
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Tolerancia a la DC DH DM

glucosa (minutos)

0 11343 123+3 156+18*
60 167+10 22635 248+11*
120 138+10 143+12 172+8*

Tabla 7: Valores de tolerancia a la glucosa a los 0,60, 120 minutos en conejos alimetados con dieta control (DC),
dieta rica en colesterol (DH), y dieta mixta (DM). Los datos se expresan como la media * ES, n=12. *p<0,05 indica
diferencias estadisticamente significativas entre conejos alimentados con DC y DH con respecto a animales
alimentados con DM (Anova de una via y post test de Duncan).

3.2. NITRITOS EN PLASMA

La DM disminuyo de manera significativa los valores de nitritos en plasma con respecto a los

animales alimentados con DC.
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Fig 42. Determinacion de Nitrito en plasma de conejos alimentados con dieta control (DC) y dieta mixta (DM).
Los datos se expresan como la media * ES, n=8. * p< 0,05 indica diferencia estadisticamente significativa entre
los valores de nitritos en plasma de DC con respecto al DM (Test de test Student para muestras no pareadas).
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3.3. ESTRES OXIDATIVO

3.3.1. TBARS Y RELACION GSH/GSSG EN SUERO

No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los valores séricos de Tbhars
entre conejos alimentados con DC y DM (Fig 43-A). Sin embargo, la relacion GSH/GSSG
disminuyd significativamente en los animales alimentados con DM con respecto a los animales

que recibieron DC (Fig 43-B).
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Fig. 43: A)- Determinacion de Tbars sérica de conejos alimentados con dieta control (DC) y dieta mixta (DM). No
se encontraron diferencias significativas entre los valores entre DC y DM (Test de Student para muestras no
pareadas). B)-Relacién GSH/GSSG sérica de conejos alimentados con DC y DM. Los datos se expresan como la
media * ES, n=8.*p< 0,05 indica diferencias estadisticamente significativas entre el DCy el DM (Test de Student
para muestras no pareadas).

3.4. INMUNOHISTOQUIMICA
3.4.1. EXPRESION DE CICLOOXIGENSAS COX-1y COX-2

La isoforma COX-1 se expresé en arterias de todos los grupos dietarios: DC, DH, DM (Fig. 44).
La cuantificacidn demostré un aumento en la expresién de dicha isoforma en el endotelio y la
tunica adventicia de los grupos alimentados con DH y DM con respecto al grupo DC (Fig. 45-A).
En la tunica adventicia la expresiéon fue mayor en el grupo DM con respecto al DH. (Fig. 45- C).

La isoforma inducible COX-2, se expresd en arterias de conejos alimentados con DH y DM de
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manera significativa con respecto al DC (Fig. 46-D), mientras que en la tunica adventicia se

observd una sobreexpresion en el grupo DM con respecto al DH.

COX-1

COX-2

Fig. 44: Tincién inmunohistoquimica de las isoformas de la ciclooxigenasa COX-1 y COX-2 en aortas de conejos
alimentados con dieta control (DC), dieta rica en colesterol (DH), y dieta rica en grasas y colesterol (DM).
Magnificacién: 40 x.
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Fig. 45: Cuantificacidon de las isoformas de la ciclooxigenasa (COX-1y COX-2) en aorta de conejos alimentados
con dieta control (DC), dieta rica en colesterol (DH), dieta mixta (DM). Expresion de la isoforma COX-1 en: A)-
Endotelio B)- Musculo Liso C)- Adventicia. Expresidn de la isoforma COX-2 en: D)- endotelio, E)-Musculo Liso F)-
Adventicia. Los datos se expresan como la media * ES, n=6. *p<0,05 indica diferencias estadisticamente
significativa entre DC, DH y DM. f p< 0,05 indica diferencias estadisticamente significativas entre DHy DM ( Anova
de una via y post test de Duncan)
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3.5. WESTERN BLOTTING

Los estudios de western blotting (Fig. 46-A) mostraron que la isoenzima COX-1 se expresé en
arterias de todos los grupos dietarios y la COX-2 Unicamente en DH y DM. La cuantificacion
mostré un aumento en la expresion de COX-1 en los grupos alimentados con DH y DM con
respecto al DC. La expresién de COX-1 y COX-2 fue significativamente mayor en conejos

alimentados con DM con respecto al DH (Fig. 46 By C).
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Fig. 46: A)-Expresion de COX-1 y COX-2 en aorta de conejos alimentados con dieta control (DC), dieta rica en
colesterol (DH) y dieta mixta (DM). B)- Cuantificacién de la isoforma COX-1 C)- cuantificacion de la isoforma COX-
2. Los datos se expresan como la media * ES, n=6. *p<0,05 indica diferencia estadisticamente significativa entre
DC con respecto al DH y DM. f p<0,05 indica diferencia estadisticamente significativa entre DH y DM (Anova de
una via y post test de Duncan).
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3.6. REACTIVIDAD VASCULAR
3.6.1. FUNCION ENDOTELIAL
3.6.1.1. CURVA DOSIS RESPUESTA A LA ACETILCOLINA

La CDR a la Ach revelé que el consumo de una DM generd disfuncion endotelial, ya que redujo
el % de relajacion al vasodilatador dependiente de endotelio de manera significativa con
respecto a la DC. La respuesta de relajacion maxima fue similar a la de los animales
alimentados con DH pero la sensibilidad aumentd de manera significativa igualandose a la de

los conejos alimentados con DC (Fig 47).
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Fig. 47: Curva dosis respuesta a Acetilcolina en arterias de conejos alimentados con dieta control (DC), dieta rica
en colesterol (DH) y dieta mixta (DM). Los datos se expresan como la media + ES, n=8. * p< 0,05 indica diferencias
estadisticamente significativas en la relajaciéon maxima de animales alimentados con DC con respecto a los
alimentados con DMy DH. (Anova de dos vias y post test de Duncan). f p< 0,05 indica diferencias estadisticamente
significativas en los valores de pECso de arterias de animales alimentados con DC y DM con respecto al DH.
(Anova de una via y post test de Duncan).

La CDR a la Ach en las arterias de conejos alimentados con DC, DH y DM incubadas con los
inhibidores de las COXs, NS 398 (inhibidor COX-2) y SC 560 (inhibidor COX-1) arrojaron los
siguientes resultados. En las arterias del grupo alimentado con DC el NS 398 no modificd Ia
Rmax ni la sensibilidad, mientras que el SC 560 disminuyd ambas variables farmacoldgicas. En
los grupos DHy DM la incubacién con dichos inhibidores no modificaron la Rmax ni la afinidad.

Asimismo, se observd que el NS 398 disminuyd la Rmax tanto DH y DM con respecto al DC
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incubado con el mismo, pero en el DM mostré ademas una desensibilizacion. EL SC 560 en los

grupos DH y DM incrementd la Rmdx con respecto al DC incubado con dicho inhibidor.

DC DH DM
Rmax PECso Rmax pPECso Rmax PECso
S/T 6615,2 -7,0840,10 3346,8" -6,67+0,11b 43+7,4 b -7,04+0,07
NS 398 54+7,34 -7,21+0,15 31+11,0b -7,0510,16 3445,07°b -6,87+0,08b
SC 560 23+3,22 -6,68+0,242 49+7,6b -6,80+0,18 341490 -6,82+0,08

Tabla 8: Valores de respuesta maxima (Rmax) y pECso a Acetilcolina en arterias de conejos alimentados con dieta
control (DC), rica en colesterol (DH) y rica en grasa y colesterol (DM) sin tratamiento (S/T) y tratadas con NS 398
(inhibidor COX-2); SC 560 (Inhibidor COX-1). Los datos se expresan como media * ES, n= 8. @ p<0,05 indica
diferencia estadisticamente significativas entre arterias de animales S/T con respecto arterias con tratamiento
(Anova de una via y post test de Duncan). ® p< 0,05 indica diferencias estadisticamente significativas entre DCy
DH o DM con el mismo tratamiento (Anova de una via y post test de Duncan).

3.6.2. ESTIMULACION UNICA AL NITROPRUSIATO DE SODIO

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en los valores de relajacion

maxima al NPS entre los grupos dietarios (Fig. 48).
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Fig. 48: Relajacidn de arterias precontraidas con Phe 5x10° M al agregado de nitroprusiato de sodio 10> M (NPS)
de conejos alimentados con dieta control (DC), dieta rica en colesterol (DH) y dieta mixta (DM). Los datos se
expresan como la media  ES, n=8. No se encontraron diferencias significativas entre los valores de relajacion
maxima al NPS en los grupos de animales alimentados con DC, DH y DM. (Anova de una via y post test de Duncan).
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3.6.3. RESPUESTA A LA ANGIOTENSINA I1

3.6.3.1. CURVA DOSIS RESPUESTA A LA ANGIOTENSINA II

Los resultados de la estimulacion con Angll en arterias E+, mostraron que el grupo alimentado
con DM presentd una disminucién en la Rmax y en el pECso con respecto al grupo DH. Sin
embargo, no se observaron diferencias en dichas variables farmacolégicas con respecto al DC
(Fig 49-A). La CDR a la Ang Il mostré que en arterias E- de conejos alimentados con DM la
Rmadx y el pECso disminuyeron de manera significativa respecto a los grupos alimentados con

DCy DH (Fig. 49-B).
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Fig. 49: Curva dosis respuesta a la Angiotensina Il en arterias de conejos alimentados con dieta control (DC), dieta rica
en colesterol (DH) y dieta mixta (DM). A)-Arterias con endotelio (E+). Los datos se expresan como la media + ES, n=8.
*p<0,05 indica diferencias estadisticamente significativas entre las respuestas contractiles del grupo DH con respecto
al DC y DM (ANOVA de dos vias con medidas repetidas y post test de Duncan). f p<0,05 indica diferencias
estadisticamente significativas entre los valores de pECso de animales alimentados con DH con respecto a los grupos
alimentados con DCy DM (Anova de una viay post test de Duncan) B)- Arterias sin endotelio (E-). Los datos se expresan
como la media * ES, n=8. *p<0,05 indica diferencias estadisticamente significativa entre los valores de respuesta
contractil de conejos alimentados DM con respecto a DC y DH (Anova de dos vias y post test de Duncan). f p<0,05
indica diferencias estadisticamente significativas entre los valores de pECso de conejos alimentados con DM con
respecto a DH y DC (Anova de una via y post test de Duncan).
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3.6.3.2. EFECTO DE LOS INHIBIDORES DE CICLOOXIGENASA Y DEL ANTAGONISTA DEL

RECEPTOR TP EN LA RESPUESTA CONTRACTIL A ANGIOTENSINA 11

En los anillos adrticos de animales alimentados con DC se observé que el tratamiento con SC
560 y SQ 29548 aumenté la sensibilidad a Ang Il sin modificar la Rmax. Los anillos adrticos del
grupo alimentado con DH mostraron un aumento en la Rmaxy en la sensibilidad a la Ang Il con
respecto al DC. El incremento en la Rmax fue revertido por el SC560 y por el SQ 29548. La DM
disminuyé ambas variables farmacoldgicas (Rmax y pECso) con respecto a los animales que
recibieron DH. Los inhibidores de las COXs, y el antagonista del receptor TP, no tuvieron ningun

efecto sobre la respuesta contractil a Ang Il en animales alimentados con DM.

DC DH DM
Rméx PECso Rméx pECso Rmaéax pECso
SIT 4117+414 -7,82+0,08 5566+400° -8,04+0,04° 3478 +339° -7,75%0,15°
NS 398 4186296 -7,64%0,21 49741848 -7,7620,15 3369+464° -7,92+0,23
SC560 3769344 -8,15+0,08° 3521+151° -7,89+0,01° 3978+457 -7,700,15"
SQ 29548  5030+450 -8.330.06° 2694£621%° -8.03+-0.04° 2969+683°  -7,66%0, 21"

Tabla 9: Valores de respuesta maxima (Rmax) y pECso a la Angiotensina Il en arterias de conejos alimentados con
dieta control (DC), dieta rica en colesterol (DH), dieta rica en grasa y colesterol (DM) sin tratamiento (S/T) y
tratadas con SC 560 (inhibidor COX-1), NS 398 (Inhibidor COX-2) y SQ 29548 (antagonista de los receptores TP).
Los datos se expresan como media * ES, n= 8. 2 p<0,05 indica diferencias estadisticamente significativas entre las
arterias S/T de animales alimentados con DC, DH y DM con respecto a arterias del mismo grupo dietario con
tratamientos (Anova de una via y post test de Duncan). ® p<0, 05 indica diferencias estadisticamente significativas
entre DC con tratamiento con respecto al DH y DM con el mismo tratamiento (Anova de una via y post test de
Duncan). ¢ p< 0, 05 indica diferencias estadisticamente significativas entre animales alimentados con DH y DM
con el mismo tratamiento (Anova de una via y post test de Duncan).

3.6.3.3. EFECTO DE LOS BLOQUEANTES Y ACTIVADORES DE LOS CANALES DE K* EN LA

RESPUESTA CONTRACTIL A ANGIOTENSINA 11

En conejos alimentados con DC, los bloqueantes de los canales de K*no modificaron la Rmax

a la Ang Il, pero el Krebs 30 mM (despolarizante parcial de la membrana) y la Apamina
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aumentaron la sensibilidad, mientras que el pinacidil la disminuyd. En los conejos alimentados
con DH el Krebs 30 mM y el pinacidil disminuyeron la Rmax, sin embargo solo el Krebs 30 mM
incrementd la sensibilidad. En los animales alimentados con DM se observd que ninguno de
los tratamientos modificd la Rmax. Sin embargo, el Krebs 30 mM aumento la sensibilidad,
efecto que se observd en todos los modelos dietarios. El tratamiento con Apamina disminuyd
la sensibilidad con respecto al DC. Un efecto similar de Apamina se comprobd en animales
alimentados con DH. El tratamiento con pinacidil disminuyd la Rmax en conejos alimentados
con DH conrespecto al DC, y en animales de los grupos DH y DM evitd la pérdida de sensibilidad

observada en conejos con DC.

DC DH DM
Rmax PECso Rmax pCEso Rmax PECso
SIT 41174414 -7,82+0,08 55664000 -8,04+0,04° 3478 +339°  -7,75:0,15°
TEA 4420+189 -7,88+0,22 4561643 -7,81+0,06 4366+357 -7,87+0,12
APAMINA 3887+316 -8,14+0,032 4591+316 -7,91+0,14P 2978+744°  -7,87+0,13P
KREBS 4471+926 -8,320,192 3475+3872 -8,29+0,032 32804446 g 23+0.10%
Pinacidil 3154+673 7,39+0.172 170145932 b 7864029 b 22004705 -7,9310,40

Tabla 10: Valores de respuesta maxima (Rmax) y pECso a Angiotensina |l en arterias de conejos alimentados con
dieta control (DC), dieta rica en colesterol (DH), dieta mixta (DM), sin tratamiento (S/T) o tratadas con TEA
(inhibidor de los canales Kca de alta conductancia), Apamina (inhibidor de los canales de Kca de baja conductancia),
Krebs 30 Mm (despolarizante parcial de membrana) y Pinacidil (activador de los canales de Katp). Los datos se
expresan como media + ES n= 8. ? p<0,05 indica diferencias estadisticamente significativas entre arterias S/Ty
arterias con tratamiento del mismo grupo dietario (ANOVA de una via y post tes de Duncan). ® p< 0,05 indica
diferencias estadisticamente significativas entre las arterias de animales alimentados con DC con respecto a
animales alimentados con DH y DM con el mismo tratamiento (Anova de una via y post test de Duncan). € p <0,
05 indica diferencias estadisticamente significativas entre animales alimentados con DH y DM con el mismo
tratamiento (Anova de una via y post test de Duncan).
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3.6.4. RESPUESTA A LA NORADRENALINA

3.6.4.1. CURVA DOSIS RESPUESTA A LA NORADRENALINA

La CDR a la NA en arterias E+ mostrd que la DM disminuyd de manera significativa la Rmax
con respecto ala DC, pero no con respecto a la DH (Fig. 50-A). En arterias E-, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en los valores de Rmadx entre los diferentes grupos
dietarios. Los animales alimentados con DH presentaron un aumento significativo de la

sensibilidad con respecto a animales alimentados con DCy DM (Fig. 50-B)
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Fig. 50: Curvas dosis respuesta a Noradrenalina (NA) en arterias de conejos alimentados con dieta control (DC),
rica en colesterol (DH), y rica en grasa y colesterol (DM). A)- arterias con endotelio (E+). Los datos se expresan
como la media * ES, n=8. *p < 0,05 indica diferencias estadisticamente significativa en los valores de respuestas
contractiles a NA en animales alimentados con DC con respecto a los alimentados con DM (ANOVA de dos vias
con medidas repetidas y post test de Duncan). B)- arterias sin endotelio (E-). f p< 0,05 indica diferencias
estadisticamente significativas en el valor de pEC50 de conejos alimentados con DH vs DC y DM. (Anova de una
via y post test de Duncan).

3.6.5. ESTIMULACION UNICA CON CLORURO DE PoTASIO

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los valores de respuesta

contractil al KCl 96 mM entre los diferentes grupos dietarios (Fig. 51).
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Fig. 51: Estimulacidn Unica con KCl en arterias de conejos alimentados con dieta control (DC), rica en colesterol
(DH), y rica en grasas y colesterol (DM). A)- arterias con endotelio B)-arterias sin endotelio. Los datos se expresan
como la media % ES, n=8. No se encontraron diferencias significativas entre los grupos. (Anova de una via y post
test de Duncan).

4. HisToLoGIiA

4.1.1. TINCION cON HEMATOXILINA - EOSINA EN AORTAS

La tincién con H-E en el tejido adrtico reveld un engrosamiento (hiperplasia) del tejido
endotelial en los grupos alimentados con DH y DM (Fig 52). La histometria mostré que la
relacion endotelio /musculo liso (indicador aterogénico) fue mayor en arterias de animales
alimentados con DH y DM con respecto al DC, confirmando la presencia de lesién endotelial
en los grupos alimentados con colesterol. Sin embargo, la DM no potencié la lesién con

respecto a la DH (Tabla 11)
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Fig. 52: Tincion Hematoxilina-Eosina en aorta de conejos alimentados con dieta control (DC), rica en colesterol
(DH), y rica en grasas y colesterol (DM). E: endotelio; M.L.: musculo liso. Fotografias tomadas con microscopio
6ptico con aumento 40 x. La barra representa 100 um.

DC DH DM
Endotelio (um)  8,57+0,48 123,448,19" 140+22"
MLV (um) 197+16 173,348,11 184+10
Relacién E/MLV 0,050,004  0,71+0.036" 0,73+0,08"

Tabla 11: Valores de espesor de endotelio (E) y musculo liso vascular (MLV) de arterias de conejos alimentados
con dieta control (DC), rica en colesterol (DH), y rica en grasas y colesterol (DM). Los datos se expresan como la
media t ES, n=8. * p <0,05 indica diferencias estadisticamente significativas entre el espesor del endotelio y la
relacién E/MLV de arterias de conejos alimentados con DH y DM con respecto a los alimentados con DC (Anova
de una via y post test de Duncan).

4.1.2. TINCION CON SUDAN IV EN CAYADO AORTICO

La cuantificacion de la tincién con sudan IV (Fig. 53) mostré un aumento significativo del % del
area sudanofilica en cayado de aorta de conejos alimentados con DH: 92+1,5 % y DM: 93+1,03
% con respecto a los conejos alimentados con DC: 1,79+0,11 % (p<0,05 Anova de una via y post

test de Duncan).
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Fig. 53: Tincion con sudan IV en cayado adrtico de animales alimentados con dieta control (DC), rica en

colesterol (DH), y rica en grasas y colesterol (DM).

5. DISCUSION

Una dieta aterogénica rica en grasas y colesterol (DM), administrada durante seis semanas
desarroll6 un modelo de dislipidemia caracterizado por multiples factores de riesgo
compatibles con la definicion de SM: exceso de GVA, altos niveles de TG, GB elevada e IT. El
agregado de colesterol a la DG sumoé a estos factores de riesgo propios del SM, el aumento del
CT, LDL-C, indice CT/HDL-C y el aumento de PAM, dando como resultado un incremento del
RCM. Considerando que en este modelo no se observd un incremento significativo del peso
con respecto a los conejos alimentados con DC, podemos decir que la DM generd un modelo
metabdlicamente obeso con peso normal con aumento del riesgo de ECV caracterizado por la
presencia de SM y un estado agravado de hipercolesterolemia (MOPN—HC). La combinacién
de grasa y colesterol potencié significativamente los valores de CT, LDL-C, TG vy el indice
CT/HDL-C con respecto al modelo alimentado solo con colesterol, sugiriendo que la grasa
favoreceria el efecto aterogénico del colesterol en la dieta. Chen y col. (1987) descubrid que el
colesterol en la linfa del conducto toracico de ratas se redujo significativamente en presencia
de aceite de pescado en comparacion con el aceite de maiz, demostrando la influencia de la
dieta sobre la absorcién de colesterol. Investigaciones recientes han sefialado que los acidos

grasos pueden modular la absorcion intestinal de colesterol en un proceso complejo mediante
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la activacién e inhibicion de proteinas transportadoras. Dichas proteinas son clave en la
absorcion de colesterol ingerido con la dieta siendo la principal identificada como Niemann-
Pick C1-Like 1 (NPC1L1) (Garcia Calvo y col.; 2005). Rendina y Smith, (2016) determinaron la
composicion de los dcidos grasos presentes en la grasa de cerdo, como el tipo de grasa utilizada
comunmente para la induccién de un modelo con obesidad (acidos grasos saturados 40%:
miristico 2%, palmitico 27% , estedrico 11% - acidos insaturados 59 %: oleico 44%, linolénico
11% y palmitoleico 4%), mientras que Strocchi A. (1981) determind la composicién de acidos
grasos presentes en el aceite de maiz (acidos grasos saturados 16%: palmitico 13%, estearico
3% - acidos grasos insaturados 84%: linoleico 52%, oleico 31% vy linolénico 1%), estos datos
corroboran el alto porcentaje de acido oleico presente en la dieta mixta. Chen y col. (2011)
demostraron que el acido oleico disminuye la expresién de NPC1L1 en células CaCo-2, lo que
lleva a una disminucion en la absorcion de colesterol, estos resultados concuerdan con la
mayoria de la bibliografia (Davis y col.; 2007, Hui D. y Howles P.; 2005, Wilson M. y Rudel L.;
1994; Parks J. y Crouse J.; 1992). Sin embargo, recientemente Yang y col. (2018), evaluaron los
efectos del acido palmitico, acido oleico, acido linoleico, AA , acido eicosapentaenoico y 4cido
docosahexaenoico en la absorcién y el transporte de colesterol en células Caco-2 y los niveles
de expresiéon de ARNm de NPC1L1 y otras proteinas implicadas en la absorcion del colesterol
(ABCG5, ABCG8, ABCA1, ACAT2, MTP, Caveolin 1, Annexin-2), demostrando que los acidos
grasos palmitico y oleico incrementaron la absorcidn de colesterol en las células Caco-2 luego
de 60 minutos de incubacién, mientras que AA, acido eicosapentaenoico y el acido
docosahexaenoico disminuyen la absorcion por inactivacién de NPC1L1. Estos antecedentes
respaldan nuestros resultados, ya que la DM rica en acido palmitico y acido oleico
incrementaria la absorcién de colesterol, dando como resultado la potenciacién del aumento
en los valores de CT y LDL-C séricos observados con respecto a los animales alimentados con
DH.

Como se menciond en introduccion Jerez y col. (2008) evaluaron el impacto una dieta rica en
colesterol, sobre la funcion vascular en conejos jovenes, en los cuales observaron disfuncién
endotelial evidenciada por disminucidn de la relajacion a la Ach, disminucidn en la produccion

de NO e incremento de la respuesta contractil a Ang Il. Estas alteraciones en la funcidn vascular
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se relacionaron con la produccion de PG vasoconstrictoras derivadas de la COX-1y de la omega
hidroxilasa que actian a través de receptores TP. Asimismo, Jerez y col. (2008) demostraron
que la hipercolesterolemia temprana modifica el cross-talk entre los receptores adrenérgicos
al y los receptores AT: de Ang Il. En aortas del modelo hipercolesterolémico puro, se
detectaron alteraciones morfohistoldgicas traducidas en la aparicién de lesiones tempranas
con incremento en el espesor de la capa endotelial y disminucién de la capa muscular lisa
(Sierra y col.; 2015). Estos cambios vasculares se relacionan con una disminucidon de la
produccién basal de PGly, una PG vasodilatadora y antiagregante e incremento de la sintesis
de PGF,, que tiene conocidas propiedades vasoconstrictoras (Medina y col.; 2014). La DM
generod disfuncién endotelial, sin embargo la combinacién de grasa y colesterol no agravé la
alteracion observada en conejos alimentados sélo con colesterol. Los estudios de
inmunohistoquimica y western blotting, mostraron que ambas isoformas COX-1 y COX-2, se
expresaron en el modelo MOPN-HC de manera exacerbada, particularmente en la tunica
adventicia. La expresion constitutiva de COX-2 en tejidos vasculares bajo condiciones
fisioldgicas es un tema muy discutido y controversial. Diversos estudios han demostrado que
la expresidn de COX-2 estd ausente en tejidos cardiovasculares, incluyendo el corazén y la
aorta (Kirkby y col.; 2013, 2016) pero esta altamente expresada en la médula renal, pelvis
renal, el tracto gastrointestinal, pulmdn, y la corteza cerebral. Topper y col. (1996) encontraron
una regulacién positiva de COX-2 en células endoteliales en condiciones de shear stress pero
en condiciones no estimuladas, la proteina COX-2 era casi indetectable. Por otro lado, algunos
autores reivindican la expresién constitutiva de COX-2 (Yu y col.; 2012). De acuerdo con
Hernandez-Presa y col. (2002), no detectamos la expresién de COX-2 en la aorta de conejos
alimentados con una DC en condiciones basales. Sin embargo, la COX-2 fue encontrada en
animales alimentados con DH y DM, lo que permite inferir que hay un proceso de activacion
de la expresion de la enzima. Estos resultados junto al incremento observado en los valores de
la PCR permiten inferir la presencia de un estado proinflamatorio.

La contraccién dependiente del endotelio se observd en varios modelos de hipertensidn,
envejecimiento y diabetes. La COX-1 y COX-2 o ambas isoformas pueden contribuir a esta

disfuncién endotelial. En la mayoria de los casos, la activacidn de los receptores TP es el efector
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comun en la ruta de sefializacién (Félétou y col.; 2011). En trabajos previos de nuestro grupo
de investigacién (Medina y col.; 2014) la PGl fue identificada como la principal PG liberada de
anillos adrticos de conejo en condiciones basales (cuando la COX-2 era indetectable), mientras
se observaron niveles menores de TXA,. Por lo tanto, la COX-1 seria la responsable de la
produccién de PG en anillos adrticos de conejos controles en condiciones fisioldgicas. Esto
explicaria el hallazgo de que la incubacion de arterias con SC 560 disminuyd la relajacién a Ach
en animales con DC en los cuales hay predominio de PGI; y la mejoré en animales con DH,
donde hay mayores niveles de TXA;. Sin embargo, el tratamiento con SC 560 no modificé la
relajacion a Ach en arterias de animales alimentados con DM. Sorprendentemente, el
tratamiento con NS 398 no modificé la relajaciéon a Ach no solo en los animales con DC (lo
esperado), sino tampoco en animales alimentados con DH y DM. Esta falta de efecto de los
antagonistas de COX-1 y COX-2 en el modelo MOPN-HC indicaria que las PG no estarian
involucradas en el mecanismo de la disfuncién endotelial observada en el mismo.

La disminucidn significativa de la relacion GSH/GSSG observada en animales alimentados con
DM indicaria la existencia de estrés oxidativo. Sin embargo los valores séricos de Tbhars no
mostraron diferencias significativas con respecto a los animales alimentados con DC. Prior W.
(1993) demostré que las mediciones de estrés oxidativo son complejas ya que existen
diferentes tipos de dafio oxidativo y de acciones compensatorias por los diferentes sistemas
antioxidantes. Teniendo en cuenta que en el capitulo anterior demostramos que la DG al 18 %
no genera estrés oxidativo en el modelo MOPN debido a que los sistemas antioxidantes
estarian compensando la produccion excesiva de EROS (Alarcon y col.; 2018) podemos inferir
gue en el modelo MOPN-HC la liberacidon de EROS es mayor y los sistemas antioxidantes no
logran compensarla. El sistema antioxidante de la glutatidon seria mas sensible que el de la
peroxidacion lipidica incipiente.

Los estudios histoldgicos revelaron que la DM incrementd la relacién E/MLV en las mismas
proporciones que la DH y la cuantificacién del area sudanofilica mostré que en los cayados
aodrticos de los conejos alimentados con DM no tuvieron diferencias con respecto a los cayados
de los conejos alimentados con DH, demostrando que la hiperplasia observada es un efecto

producido por el colesterol y que el agregado de grasa no incrementd dicho efecto a nivel local.
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En arterias E+ se observé que la respuesta contractil y la sensibilidad a Ang Il esta incrementada
en los animales alimentados con DH con respecto a los que recibieron una DC (Jerez y col,
2008). Las diferencias desaparecieron en los animales que recibieron una DM. Este hecho
indicaria que el endotelio ha perdido su papel regulador en la respuesta contrdctil en animales
alimentados con DM. En arterias E- se observo, con respecto al grupo DC, que la DH aumenta
la Rmax pero no la sensibilidad a Ang Il, mientras que la DM disminuye la Rmax y la sensibilidad.
Esta reduccion tan marcada de la Rmax a Ang Il en arterias E-, que no se observo en la
respuesta a otros agonistas contractiles como NA y KCl, indicaria alguna alteracién ya sea a
nivel de la interaccién hormona-receptor o en la transduccién de la sefial en el MLV generada
por una DM.

Para analizar los mecanismos involucrados en la desregulacion endotelial se trabajé con la
hipdtesis de un desequilibrio en la produccién de PG y otra hipdtesis de una alteracion en la
funcién de los canales de K *.

En animales alimentados con DC se observd que la inhibicidn de la COX-1y el bloqueo de los
receptores TP incrementaron la sensibilidad a Ang Il. Como fue mencionado previamente, en
condiciones basales la principal PG producida por la COX-1 es la PGl; (Medina y col.; 2014), que
es un vasodilatador, y por lo tanto la inhibicion de COX-1 incrementaria la sensibilidad al
vasoconstrictor. El efecto del bloqueo de los receptores TP se deberia a un efecto
compensador de la respuesta contractil a Ang Il en condiciones fisioldgicas. La DH incrementé
la Rmax y la sensibilidad a Ang Il con respecto a los animales alimentados con DC y este efecto
fue revertido por SC 560 y SQ 29548, resultados que coinciden con hallazgos previos del grupo
(Jerezy col.; 2008). Considerando que la DM disminuyd la Rmax y sensibilidad de la Ang Il con
respecto al modelo alimentado con DH, podemos afirmar que el agregado de grasas en la dieta
revirtid el efecto del colesterol sobre la respuesta a este agonista. Teniendo en cuenta el
incremento en la expresién de las COXs observado en este modelo, se verificd la hipotesis de
gue las PG estuvieran involucradas en este fendmeno. Los inhibidores, SC 560, NS 398 o SQ
29548, no tuvieron ningun efecto sobre la respuesta contractil, sugiriendo que si bien la
respuesta a Ang Il se normalizd, no se recuperdé la mayor relacidon PGIl2/TXAz que se observa en

situacion fisioldgica y que los metabolitos de las COXs y los receptores TP no serian los
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responsables del efecto de la grasa sobre la respuesta a Ang Il observada en el modelo MOPN-
HC. Una hipdtesis para explicar el aumento en la expresion de las COXs y su falta de eficacia
en la reversion de los efectos observados (disfuncion endotelial y en la respuesta vascular a
Ang 1l) seria que el incremento en la expresidon es una respuesta compensatoria a la
disminucion en la actividad de las enzimas. Varios trabajos han demostrado que algunos acidos
grasos pueden ya sea inhibir o estimular la actividad de las COXs (Zou y col.; 2012). Por lo tanto,
la inhibicidn de las COXs por los PUFA, que estan significativamente incrementados en el
plasma de los animales alimentados con DM con respecto a los animales que recibieron DCy
DH (Alarcén y col, 2016), podria ser un mecanismo. Esta hipdtesis sera analizada en estudios
posteriores.

Estd bien establecido que el estado eléctrico de la membrana plasmdtica es de fundamental
importancia en el mantenimiento del tono vascular (Aiello E.; 2013). La mayoria de los
vasoconstrictores (NA, Ang I, ET-1, TXA;) inhiben los canales Kci, contribuyendo a la
despolarizacién de la membrana, mientras que la activacion de los mismos conduce a la
hiperpolarizacion y relajacion del MLV (Dick G. y Tune J.; 2010). Se ha descripto, que los canales
de potasio voltaje dependiente (Ky) fueron sensibles a una dieta rica en colesterol en arterias
cerebrales de ratas (Ghanam y col.; 2000, Bender y col.; 2009). La mayoria de los estudios
coinciden que una dieta rica en colesterol suprime la funcidon de los canales Ky, Kca y Katp
(Jeremy y col.; 2000, Bukiya y col.; 2011). Estudios realizados en cerdos Ossabaw miniatura
demostraron que una dieta aterogénica (43% kcal de grasa, 2% colesterol, 20% kcal de
fructosa) administrada durante 20 semanas, indujo al desarrollo de SM (aumento del peso
corporal, GB, CT y TG). Los resultados mostraron que los canales Kca no fueron afectados por
la dieta, pero si generd una disminucidn en la actividad de los canales Ky y los K atp, reduciendo
la contribuciéon de los mismos a la vasodilatacidon coronaria isquémica en dicho modelo
(Borbouse y col.; 2009). Por lo mencionado y teniendo en cuenta el papel critico de los canales
de K* en el tono vascular, se evalud la hipétesis de que la alteracidn de la funcién de dichos
canales pueda ser el mecanismo responsable de la modificacién de la respuesta a Ang Il
observada en el modelo MOPN-HC con respecto al hipercolesterolémico. Se verifico si la

actividad de los canales de Kca de alta y baja conductancia, los canales Ky y Karp de la membrana
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de las células MLV estarian afectados por la DM. El aumento de sensibilidad a la respuesta
contractil a Ang Il observado en arterias de animales alimentados con DC tratadas con apamina
y Krebs 30 mM y la disminucidn ocasionada por el pinacidil indican que los canales Kca, Ky y Katp
participan en la regulacion de la respuesta a Ang Il en condiciones fisioldgicas. La falta de efecto
de apamina y pinacidil en los animales alimentados con dietas ricas en colesterol (DH y DM)
muestran una alteracion en la funcionalidad de los canales Kca y Kare (desensibilizacidn) en
estos modelos. En este sentido, varios trabajos han demostrado la influencia del colesterol
sobre los canales idnicos (Levitan y col.; 2014). Ademas, distintas investigaciones han
demostrado que los AG alteran la respuesta contractil a varias hormonas presoras incluyendo
la Ang Il en cultivos de células del MLV de ratas (Lockette y col.; 1982, Lorenz y col.; 1983; Malis
y col.; 1991). Ulian M. (1993) midié inositol trifosfato (IP3) como respuesta a la estimulacion
con Ang Il en cultivos de células de MLV de rata incubadas con diferentes AG, sugiriendo que
la formacién de IP3 estimulada por Ang Il es inhibida por la incorporacién de acido
eicosanopentaenoico, debido a una alteracion de la membrana plasmatica, e interferencia con
la union hormona- receptor (Ang II/AT1). Estos resultados permiten hipotetizar que las
alteraciones en la cantidad y el tipo de AG combinado con el consumo de colesterol podrian
afectar directamente la unién de la Ang Il con su receptor o producir down-regulation del
mismo.

Con respecto a la respuesta contractil a NA, se observé que la DM redujo la Rmax con respecto
a los animales alimentados con DC sélo en arterias E+. Este efecto podria deberse, tal como
fue explicado en pdrrafos anteriores, a la pérdida de la capacidad reguladora del endotelio
sobre la respuesta contractil a agonistas que actian sobre receptores de transmembrana (el

efecto no se observé con KClI)
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6. CONCLUSION

El consumo de una dietarica en grasas y colesterol generd un modelo metabdlicamente obeso
con peso normal e hipercolesterolemia asociada con incremento del RCM (MOPN-HC). Se
observé la presencia de un estado proinflamatorio acompafiado por estrés oxidativo incipiente
y disfuncidn vascular. Se observé un aumento en la expresiéon de las COXs, demostrado por los
estudios de inmunohistoquimica y western blotting que no seria responsable del mecanismo
de alteracion endotelial y vascular. La desensibilizacion de los canales Kca de baja conductancia
y de los canales Kate en los animales que recibieron colesterol con y sin grasa podria ser un

mecanismo a estudiar en futuros trabajos.

Este modelo constituye una herramienta clave para el estudio de mecanimos sinérgicos entre
el colesterol y la grasa que afectan tanto el metabolismo como la funcién vascular y que aun

son desconocidos en este modelo.
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1. INTRODUCCION

Un biomarcador se define como una variable medible que puede usarse como un indicador de
un estado biolégico dado o condicién (Barazzoniy col.; 2014). Los biomarcadores se usan, para
evaluar intervenciones terapéuticas, o como marcadores de riesgo para predecir el desarrollo
de ciertas patologias. Dada la estrecha asociacion del SM con las dietas grasas (Mirmirany col.;
2007), es necesaria la validacion de biomarcadores para probar la eficacia de intervenciones
dietarias o tratamientos novedosos en la progresién del SM. A pesar de décadas de intentar
identificar biomarcadores especificos para el diagndstico, prondstico y eficacia del tratamiento
del SM, actualmente no hay marcadores o pruebas de laboratorio completamente aceptadas.
Las enzimas delta-9 desaturasa (también conocidas como estearoil-CoA desaturasas, SCD)
catalizan la velocidad de reaccion y son el limitante en la conversién de acidos grasos saturados
(AGS) a MUFA (principalmente acido oleico [18: 1 n-9] y acido palmitoleico [16: 1 n-7] a partir
de acido estedrico [18: 0] y acido palmitico [16: 0], respectivamente (Fig. 55). Los AG oleico y
palmitoleico son los principales MUFA en depdsitos de grasa de fosfolipidos de membrana. La
relacién de acido estearico a acido oleico estima la actividad de SCD-18 y es uno de los factores
que influyen en la fluidez de la membrana e interaccidn célula-célula (Ntambi J.; 1995). Se ha
demostrado que la alteracidn de esta relacién desempena un papel critico en varios estados
patoldgicos, incluyendo diabetes, ECV, hipertensién, enfermedades neuroldgicas, trastornos
inmunes, cancer y envejecimiento. Las actividades elevadas tanto de SCD-16, estimada como
la relacion de acido palmitico a acido palmitoleico, como la de SCD-18, se han asociado con la
obesidad, por lo tanto, estos indices podrian predecir el desarrollo de SM (Warensjo y col.;

2006, 2008).
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» Acidos grasos saturados
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Las dietas de estilo occidental actuales se caracterizan por un aumento en la ingesta total de
grasas, especialmente en grasas saturadas y AG n-6, con disminucion en AG n-3 en
comparacion a la ingesta de AG durante la evolucidn de nuestra especie, para la cual nuestros

genes fueron programados (Simopoulos A.; 2008).

Los estudios poblacionales revelan contradicciones en los resultados obtenidos. Exite
evidencia que disminucidn en la relacidon AG n-6/ n-3 podria ser efectivo para reducir la Rl y la
prevalencia de SM (Esposito y col.; 2004). Otros estudios, sin embargo afirman que no hay un
vinculo entre la ingesta dietética diferente de AG n-6 y n-3 y la prevalencia de SM (Lana y col;
2013). Guptan y col. (2013), han demostrado recientemente que la relacién sérica de AG n-6 /
n-3 puede ser un marcador de riesgo para ECV. Como ya mencionamos, los conejos son
animales adecuados como herramientas para la investigacion del metabdlismo lipidico.
Diversas dietas altas en grasa, se han utilizado para inducir SM o componentes del SM como
la Rl, obesidad visceral, hipertensién y dislipidemia (Karimi |.; 2012). Considerando que los
biomarcadores para SM y RCM pueden ser herramientas importantes para evaluar la eficacia
de las intervenciones dietarias en la reduccidn de las ECV, este capitulo se enfoca en el andlisis
de los indices SCD-16 Y SCD-18 y la relacién AG n-6/n-3 como biomarcadores relacionados con

los factores de RCM en los modelos caracterizados anteriormente MOPN y MOPN-HC.

2. METODOLOGIA

2.1. ANIMALES EXPERIMENTALES

Se trabajo con los grupos: DC, DG, DH y DM, los cuales fueron desarrollados por la ingesta de
una dieta estandar, una dieta rica en grasas al 18%, una dieta rica en colesterol al 1% y una
dieta rica en grasa al 18% con colesterol al 1% respectivamente, tal y como fue descripto

previamente en la seccién de metodologia general.
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2.2. DETERMINACION DE PARAMETROS CLINICOS Y BIOQUIMICOS

En todos los grupos dietarios se determinaron los siguientes parametros clinicos y bioquimicos:
Peso corporal, TTG, PAM vy frecuencia cardiaca, perfil lipidico, y % de GVA, cuyos

procedimientos ya fueron descriptos en la seccién de metodologia general.

2.3. ANALISIS DE AcIDOS GRASOS PLASMATICOS

Los lipidos totales se extrajeron del plasma o de las dietas experimentales usando solucién de
cloroformo / metanol (2: 1, v / v) (Van Nieuwenhove y col.; 2007). Un microlitro de ésteres
metilicos de acidos grasos (FAMEs), disuelto en hexano, se inyectd en un cromatdgrafo de
gases (CG, Modelo 6890 N, Agilent Technologies, Wilmington, Delaware, EE. UU.), equipado
con un detector de ionizacién de llama (Agilent Technologies) y un inyector automatico
(Modelo 7683, Agilent Technologies, Shanghai, China) en un HP- Columna capilar 88 (100 m x
0,25 mm x 0,20 um, Agilent Tecnologias). Las condiciones CG involucraron un inyector con
temperatura de 255 °C. La temperatura inicial del horno de 75 ° Cse aumentéa 165°Ca8°C
/ min y se mantuvo alli por 35 min. Luego se aumenté a 210°Ca 5,5 ° C/ min y se mantuvo
durante 2 minutos, luego a 240°2C a 152C / min y sostenido por 3 min. La temperatura del
detector fue de 280 ° C. El nitrogeno se usé como gas portador a un caudal de 18 ml / min a 38
psi. Los FAMEs fueron identificados y cuantificados por comparacidn de tiempos de retencion
y areas de pico con patrones metilados (mezcla F.A.M.E., C8-C24; Sigma Chemical), usando
acido heptadecanoico (C17:0) como patrén interno. Los resultados se expresaron como g/ 100

g de FAME.

2.3.1. ESTIMACION DE LA ACTIVIDAD DE DESATURASAS Y RELACION DE ACIDOS

GRASOS N-6/N-3

e Elindice de desaturasa se calculé como relacién producto / precursor de AG individual.
Los indices de desaturasa se estimaron de la siguiente manera:

SCD-16 = 16: 1 /16:0 y SCD-18 = 18: 1 /18:0.
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e Larelacion de AG n-6 / n-3 se calculd como acido linoleico (18:2 n-6) mas AA (20: 4 n-
6) / acido linolénico (18: 3 n-3) mas acido docosahexaenoico (22: 6 n-3) mas acido

eicosapentaenoico (20: 5 n-3).

3. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se expresaron como la media + error estandar. Se utilizé la prueba de bondad
de ajuste de Shapiro y Wilks para evaluar la distribucién normal. Las diferencias entre las
medias de los cuatro grupos fueron analizadas mediante test de ANOVA de dos vias seguido
por un post test de Duncan. Para determinar la relacion entre las variables individuales con
distribucién normal se calcularon los coeficientes de correlacion de Pearson. Las correlaciones
entre los indices SCD o relacién AG n-6/n-3 con los factores de RCM (CT, HDL-C, LDL-C, TG, GB,
GVA, PAM) fueron analizados por andlisis de regresidon lineal multiple. Se utilizé un
procedimiento paso a paso hacia adelante para el andlisis de regresion.

Un valor de p <0,05 fue considerado estadisticamente significativo.
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4.1. COMPOSICION DE LAS DIETAS EXPERIMENTALES
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El andlisis por CG de las distintas dietas arrojd la siguiente composicion detallada en la tabla 12.

DC DG DH DM
Carbohidratos 34 34 34 34
Proteina 15 15 15 15
Fibra 15 15 15 15
Grasas totales 3 18 3 18
14:0 (Ac. Miristico) 0,2710,1 0,29+0,01 0,20+0,01 0,26+0,02
€16:0 (Ac.Palmitico) 18,9+0,1 21,25+0,35 16,7+0,47 20,3+0,28
C18:0 (Ac. esteérico) 1,62+0,3 2,4+0,14 2,32+0,13 2,02+0,14
Total AGS 21,4+0,1 23,9+0,35 19,2+0,5 22,6+0,28
16:1 n-7 (Ac. Palmitoleico) 0,13+0,1 0,2240,03 0,13+0,01 0,27+0,02
18:1 n-9 (Ac. Oleico) 17,2+0,1 22,15+0,35 14,3+0,37 22,06+0,29
Total MUFA 17,6+0,1 22,37+0,3 15,610,4 15,2+0,3
18:2 n-6 (Ac. Linoleico) 50,0+0,5 49,4+0,14 60,2+0,42 51,3+0,56
18:3 n-3 (Ac. Linolenico) 6,3+0,04 4,51+0,13 6,35+0,21 4,06%0,35
Total PUFA 56,7+0,5 53,9+0,14 66,6+0,4 55,36+0,56
Total calorias (Kcal/100) 250 412 250 412

Tabla 12: composicion de dietas experimentales g/100 g de dieta.
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4.2. PARAMETROS CLINICOS Y BIOQUIMICOS

Como ya se indicd, no se encontraron diferencias significativas en los pesos corporales de los
grupos. El % de GVA y la GB aumentaron significativamente en los conejos limentados con DG
y DM, tal como fuera sefialado en los capitulos anteriores (tabla 13). La PAM al final de
experimentacion fue aproximadamente un 20% mas alta, en los conejos alimentados con DH
y DM. El analisis ANOVA de dos vias mostré que el colesterol afecta la presiéon arterial
(interaccidén, p <0,05) y mientras que la DG no produce efecto (p = 0,3) (tabla 13). Hubo una
correlacidn significativa entre los niveles GB y GVA (r = 0,68, n = 12 p <0,05). Los niveles de
glucosa en plasma a los 60 minutos posteriores a la administracién intraperitoneal de la
solucidén glucosada se relacionaron positivamente con GVA (r = 0,79, n = 12 p <0,05). El indice
CT/HDL-C (relacionado con indices metabdlicos predictivos de riesgo de enfermedad
isquémica del corazén y RI) (Lemieux y col.; 2001), fue mayor en conejos alimentados con DM
gue los conejos alimentados con DH. Los niveles de TG en plasma se incrementaron en todos

los grupos experimentales: DH, DG y DM.
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DC DG DH DM
Peso corporal (g) 1943 + 83 2043 + 46 1887 +59 1848+ 52
GVA (%) 0,92 + 0,06 2,31+ 0,142 0,66+ 0,22 1,87 +0,182%°
PAM (mmHg) 57,212,70 56,7t 5,3 73 £2,0 69+3,0°
Glucemia basal (mg/dl) 113,0+ 2,70 126,1+5,8° 123 +3,0 156 +14°2°
Glucemia 60 minutos 167410 200+7,0° 226+35 248+11°
(mg/dl)
Glucemia 120 minutos 138+10 163+4,0° 143+12 172483
(mg/dl)
Colesterol total (mg/dl) 61,3 £ 6,00 77,7+4,8 950+ 1172 1280 + 1442°
LDL-colesterol (mg/dl) 29,3 +7,80 39,5+9,22 798 +1182 1189+ 120%°
HDL-colesterol (mg/dl) 53,5+4,10 24,2 +2,8° 164 + 30° 197 + 3520
Trigliceridos (mg/dl) 104,9+£ 14 191,8 + 22° 222 £ 252 489 +116%°
CT/HDL-C 1,67+0,25 3,36+0,5° 5,3%0,2° 7,0+0,5%

Tabla 13: Peso corporal, grasa visceral abdominal (GVA), glucemia basal, a los 60 y 120 minutos, presion arterial
media (PAM), indice CT/HDL-C y perfil lipidico de conejos alimentados con dieta control (DC), dieta rica en

colesterol (DH), dieta grasa (DG) y dieta grasa con colesterol (DM). Los datos son expresados como media + ES,
n=12. 2 p < 0,05 indica diferencias estadisticamente significativas con respecto al DC. ® p< 0,05 indica diferencias
estadisticamente significtiva entre conejos alimentados con DH respecto a DM. (Anova de dos vias y post test de

Duncan)

4.3. ACIDOS GRASOS PLASMATICOS Y ACTIVIDAD DE SCD-16 Y SCD-18

Los principales AG presentes en el plasma de todos los grupos se detallan en la tabla 14. Los
niveles totales de AGS se incrementaron y los niveles totales de MUFA se redujeron después
de las dietas DG y DM. En el grupo de conejos alimentados con DH la proporciéon de acido
palmitico y dcido palmitoleico fueron mas altos, mientras que la proporcidn de acido estedrico

disminuyd. Con respecto al grupo DC, la proporcidon de acido oleico fue menor después la
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administraciéon de las dietas experimentales (DH, DG y DM). Ademas, las proporciones de acido
oleico fueron menores en los grupos DG y DM con respecto a los conejos alimentados con DH.
Los niveles de PUFA se incrementaron luego de la alimentacién con DM en comparacién con
los demas grupos dietarios. La proporcién de acido Linolénico fue significativamente mas baja
en el grupo alimentado con DG. El agregado de colesterol a la dieta aumentd la proporcién de
AA (Tabla 14). Los niveles de acido linoleico y la relacién AG de n-6/n-3 aumentaron en conejos
alimentados con DG y DM en comparacién con los conejos alimentados con DC o DH. El
agregado de colesterol a la DG (DM) aument?é la relacion de AG n-6/n-3 con respecto a DG. Los
indices SCD-16 y SCD-18 se incrementaron en conejos alimentados con DH con respecto al
grupo de DC. La DG no modificé la SCD-16 pero disminuyé el indice SCD-18 en comparacion
con los animales alimentados con DC. La DM redujo ambos indices SCD-16 y SCD-18 con
respecto a los otros grupos. Se encontrd una fuerte asociacidon negativa entre los niveles de
acido linoleico y SCD-16 (r= -0,82, p<0,01) y SCD-18 (r= -0,92, p <0,001). Las SCD se
correlacionaron negativamente con GVA y GB (Tabla 14). El analisis de regresiéon multivariado
mostro que los indices de SCD estan independiente y negativamente asociados a la GVA (R?=
0,52 p <0,01). La asociacidn a SCD-18 (B =-0,62, p <0,0001) fue mas fuerte que la asociacién a
SCD-16 (B =-0,02, p <0,05). Los coeficientes de correlacién mostraron asociaciones negativas
entre la relacién AG n-6 / n-3 y SCD-16 (r = -0,52, p <0,001) o SCD-18 (r = -0,69, p <0,001) y
positivas con varios factores de RCM (Tabla 15). El analisis de regresion lineal multiple (R?=
0,83, p <0,001) reveld que la relacion AG de n-6/n-3 estad independiente y positivamente

asociada a con la GVA (B = 25,65, p <0,001) y CT (B = 0,17 p <0,05).
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DC DG DH DM
Acidos grasos saturados (AGS)
16:0 (4c. Palmitico) 22,5+0,9 22,9+0,5 29,9+1,12b 24,1+0,3
18:0 (ac. Estearico) 15,1+0,5 18,7 £ 0,032 8,310,42b 19,5 + 0,082
Total AGS 37,6+0,8 41,6 £ 0,52 38,1+0,2 43,6 +0,32
Acidos grasos Monoinsaturados (MUFA)
16:1 n-7 (ac. palmitoleico) 1,0+0,3 0,7 £ 0,062 3,0+0,22b 0,34 £ 0,032
18:1 n-9 (4c. oleico) 27,7+1,8 14,8 £ 0,22 21,0+0,82 10,6 £ 0,22¢
Total MUFA 28,7+0,1 15,5+0,22 24,0+0,5 11 £ 0,23
Acidos grasos poliinsaturado (PUFA)
18:3 n-3 (4c. Linolénico) 1+0,14 0,7 +0,03? 1,840,3 0,3 + 0,002
22:6 n-3 (ac. Docosahexaenoico) 1,97 £0,07 No-detectado 2,1+0,3 No-detectado
20:5n-3 (ac. Eicosapentaenoico) 0,24 + 0,02 No-detectado 0,3+0,05 No-detectado
18:2 n-6 (4c. Linoleico) 26,4+1,0 34+0,8 25,5+2,0 37,4 £ 0,63
20:4 n-6 (ac Araquidonico) 3,0£0,2 48+0,4 6,3+0,32b 47+0,4
Total PUFA 32,4+0,5 34,8+0,8 36,0+0,5 42,3 +0,6°°
n-6/n-3 92+1,1 48,8+ 0,8° 7,6%0,6 140 + 0,6%¢
SCD-16 0,044 +0,01 0,03 £0,005 0,1+0,01% 0,014 £ 0,0022
SCD-18 1,83 +0,02 0,79 £0,012 2,53+0,022b 0,54 £ 0,032

Tabla 14: Determinacién de acidos grasos (AG) en plasma de conejos alimentados con dieta control (DC), dieta
grasa (DG), dieta rica en colesterol (DH), dieta rica en grasay colesterol (DM). Los datos fueron expresados como
media +ES, n=12 conejos. ? p < 0,05 indica diferencias estadisticamente significativas con respecto al DC . ® p< 0,05
indica diferencias estadisticamente significativas entre conejos alimentados con DH y el resto de los grupos. ¢p
< 0,05 indica diferencias estadisticamente significativas entre conejos alimentados con DM vy el resto de los
grupos. (Anova de dos vias y post test de Duncan).
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SCD-16 SCD-18 AG n-6/n-3
GAV (%) -0,35 P<0,001 -0,46 P<0,001 0,13 P=0,012
Glucosa basal (mg/dl) -0,14 P=0,015 -0,18 P=0,0013 0,25 P<0,001
Colesterol Total (mg/dl)  -0,045 P=0,22 -0,1 P=0,38 0,61 P<0,001
LDL-C (mg/dl) -0,08 P=0,12 -0,06 P=0,21 0,59 P<0,001
HDL-C (mg/dl) -0,004 P=0,92 -0,004 P=0,90 0,26 P<0,001
Trigliceridos (mg/dl) -0,002 P=0,97 -0,004 P=0,91 0,21 P<0,001
PAM (mmHg) 0,013 P=0,39 0,06 P=0,06 0,009 P=0,51

Tabla 15: Coeficiente de correlacion de Pearson entre la relacidn de (acidos grasos) AG n-6/n-3, SCD-16, SCD-18
en plasma con los factores de riesgo cardiovasculares (FRCV): grasa visceral abdominal (GAV), glucosa basal (GB),

LDL-C, HDL-C, TG y presidn arterial media (PAM). p< 0,05 fue considerado estadisticamente significativo.

5. DISCUSION

Como se discutio en el capitulo anterior, el presente estudio demostré que la alimentacién con
dietas ricas en grasas durante seis semanas induce modelos de dislipidemia caracterizados por
multiples factores de riesgo relacionados con la definicién de SM. Ademas, en la dieta DM
(grasa combinada con colesterol) el RCM estd potenciado por el incremento del CT, la relacion
CT/ HDL-C y los niveles de LDL-C. La acumulacién de la GVA sin aumento de peso corporal en
ambos modelos experimentales confirmaria que el peso corporal no seria el mejor marcador
de adiposidad. En trabajos previos Jerez y col. (2012) desarrollaron obesidad en conejos
después de 12 semanas de la ingesta de una dieta rica en grasas al 10%. Estos resultados
implican que para inducir aumento de peso en conejos la dieta grasa deberia ser administrada
por un periodo mayor de tiempo. Moleroy y col. (2003) demostraron que una dieta inadecuada
y baja actividad fisica podrian ser responsables de los altos niveles de insulina y dislipidemias
en ninos y adolescentes delgados. Las DG y DM aumentaron los niveles de GB, y a los 120
minutos posteriores de la administracion de glucosa en comparacién con las DC y DH. Los

mecanismos de estas anormalidades no son completamente conocidos, pero estudios previos
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demostraron que el tejido adiposo visceral de ratones obesos y humanos pueden aumentar la
afluencia de AGL través de la vena porta en el higado, que podria inducir Rl (Zhao y col.; 2007).
En coincidencia con los hallazgos de estos autores, en el presente estudio se encontré una
correlacién significativa entre GVA, GB y luego de 120 minutos de la administracion de la

solucion glucosada.

Este es el primer estudio que informa la reduccidn de los indices de SCD en modelos con RCM
inducidos por una intervencién dietaria donde se controld estrictamente el consumo de
grasas. Estos resultados difieren de otros que describen un aumento de la actividad de SCD en
condiciones fisiopatoldgicas como diabetes, obesidad y SM (Gutierrez-Juarez y col.; 2006,
Ntambiy col.; 2002). Los niveles de MUFA y la actividad de SCD esta asociada con la alteracion
de la GB, de tal modo que pueden ser marcadores utiles para evaluar DM2 y RCM (Cho y col.;
2014). De acuerdo con este hallazgo, otros autores demostraron una mayor actividad de SCD
y niveles de acido palmitoleico en el plasma de personas con SM (Paillard y col.; 2008,
Mayneris-Perxachs y col.; 2014). Sin embargo, nuestros resultados indican una reduccion de
los niveles totales de MUFA y una asociacion negativa entre los indices SCD y la GB. En tal
sentido, demostramos que los indices SCD se asociaron negativa e independientemente a la
GVA. Algunos autores informaron que los PUFA disminuyen la actividad de SCD en ratas (Kim
y col.; 2002) y en humanos (Vinknes y col.; 2013), con posible reduccién de la grasa corporal.
Teniendo en cuenta el aumento en los niveles plasmaticos de acido linoleico en conejos DG y
DM, y niveles de PUFA mas altos en el grupo DM con respecto a los demads grupos dietarios,
podemos hipotetizar que los altos niveles de acido linoleico serian responsables de la
reduccion del indice. Estudios anteriores de Jeffcoat y James, (1978) junto con el hallazgo de
una fuerte correlacion negativa entre los niveles de acido linoleico y la actividad de las SCD
apoyarian esta hipotesis. Por otra parte, en individuos con caracteristicas de SM se
encontraron niveles reducidos de acido linoleico junto con un aumento de la actividad de las
SCDs (Cho y col.; 2014, Paillard y col.; 2008). Sin embargo, y de acuerdo con otros trabajos
realizados en modelos murinos (Landau y col.; 1997, Garg y col.; 1986), en nuestro estudio se
observé un aumento en las actividades de las SCD en conejos alimentados con DH. Estos

resultados indican que la regulacidn de la actividad SCD depende del tipo circulante de grasay
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esto estaria asociado a la dieta. En nuestro trabajo se realizd una intervencion dietaria
estrictamente controlada mientras que la mayoria de los estudios humanos de muestreo se
basa en las caracteristicas clinicas de los individuos. La falta de asociaciones entre las
actividades de SCD y la mayoria de los RCM estudiados implicaria que las determinaciones de
las actividades de SCD no son buenos marcadores de SM. En coincidencia con este hallazgo,
recientemente Matthan y col. (2014) demostraron que no existe correlacién entre SCD y los
FRCV respaldando nuestros resultados. Como se indico en la introduccion, los AG n-6 y n-3 son
funcionalmente distintos y sus metabolitos a menudo tienen funciones fisioldgicas opuestas.
Mientras que las dietas ricas en AG n-6 generalmente son proinflamatorios y promueven la R,
las dietas enriquecidas con AG n-3 son antiinflamatorias (Schmitz y col.; 2008). Asimismo, los
niveles de acido linoleico (18: 2 n-6) aumentaron tanto en DG y DM, mientras que los niveles
plasmaticos de acido linolenico (18: 3 n-3) se redujeron en aproximadamente un 30% en el DG
y un 70% en el DM. Estos resultados implican que la relacion AG n-6 / n-3 se incrementé en
conejos alimentados con DG y mas aun en conejos alimentados con DM. Nigam y col. (2008)
encontraron una relacién significativa entre los niveles de AG n-6 en plasmay la Rl en pacientes
con enfermedad de las coronarias con y sin SM. Ademads, encontramos que la relacién AG n-6
/ n-3 se correlacioné positivamente con la mayoria de los factores de RCM estudiados: GVA,
GB, CT, HDL-C, LDL-C y TG. Estos resultados coinciden con los hallazgos de Guptay col. (2013).
Sin embargo, el andlisis de regresion multivariado mostré que solo GVA fue asociado
independientemente y positivamente con la relacién AG n-6 / n-3. Considerando que el SM es
una enfermedad sistémica compleja cuya patologia clave y potencialmente unificadora
propuesta es la obesidad abdominal (Rosito y col.; 2008, ALAD; 2010), la relacién AG n-6 / n-

3 seria un biomarcador de SM potencialmente util.
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6. CONCLUSION

El presente estudio demostré que una dieta rica en AGS y PUFA n-6 con y sin colesterol
simulando una dieta de estilo occidental generé modelos de conejos con SM y peso normal.
La relacidon AG n-6/n-3 y los indices SCD se modificaron de acuerdo con el tipo de grasa
ingerida. Los indices SCD fueron reducidos en conejos con SM e incrementado en conejos
alimentados con DH. La relacidn de acidos graso n-6 / n-3 fue mayor en conejos alimentados
con DGy DM. En oposicién a los indices SCD, la relacién AG n-6 / n-3 se asocid con la mayoria
de los factores de RCM. Aunque GVA se correlacioné positivamente e independientemente
con ambos marcadores, la asociacion con la relacion AG n-6 / n-3 fue mas fuerte y concluyente
que la asociacién con los indices SCD. Por lo tanto, nuestros resultados no apoyan la inhibicién
de la actividad de SCD como objetivo terapéutico para el SM y permiten inferir que la relacidn

AG n-6 / n-3 puede ser considerado como un valioso biomarcador de SM y RCM.
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VI. CONCLUSION GENERAL

El consumo de una dieta rica en grasas y una dieta rica en grasa combinada con colesterol,
generaron modelos sin aumento de peso con un perfil metabdlico alterado denominados
metabdlicamente obesos con peso normal (MOPN) y metabdlicamente obeso con peso normal
e hipercolesterolemia asociada (MOPN-HC) respectivamente. Ambos modelos presentaron
FRCV propios del SM: aumento de GB, GVA y RI. El modelo MOPN-HC mostré un aumento del
RCM sumando al cuadro de SM los FRCV cldsicos (aumento del CT y LDL-C), demostrando el
efecto sinérgico de los AG sobre el colesterol. Los modelos MOPN y MOPN-HC presentaron:
un estado proinflamatorio (aumento de la expresion de la COX-2 y de PCR), disfuncién vascular
tempranay unincremento del indice AG n-6/n-3 en plasma, que se correlacioné con la mayoria
de los factores de RCM, demostrando asi ser un valioso biomarcador de SM. Los mecanismos

vasculares evaluados fueron dependientes y diferenciales del tipo de dieta consumida.

La importancia del desarrollo y caracterizacién de la fisiopatologia cardiovascular en estos
modelos, es clave ya que podrdn ser utilizados como herramientas para el andlisis del efecto
de intervenciones dietarias o farmacolégicas en las alteraciones evaluadas que de no ser

tratadas tempranamente conducen al desarrollo de enfermedades cardiovasculares.
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