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RESUMEN

Existen evidencias que asocian biomarcadores inflamatorios con
sindrome metabdlico (SM), insulinoresistencia y enfermedad aterogénica
subclinica (ATS), pero no esta clara su interrelacion y como
contribuirian al desarrollo de estas patologias multisindromicas. El
componente inflamatorio seria la via final comun reflejada por la
disfuncion endotelial y la induccion de estrés oxidativo. Se disen6é un
modelo experimental de SM mediante la administracion de fructuosa al
10% diluida en agua de bebida por 6 semanas y de ATS inducida por
hiperfibrinogenemia (HF) en diferentes periodos experimentales. Se
determino en todos los grupos estudiados: glucemia, insulinemia, perfil
lipidico, calculo de HOMA (homeostasis model assessment) y se
cuantificaron por espectrofotometria biomarcadores inflamatorios y de
estrés oxidativo: fibrinégeno, oxido nitrico (NO), L-citrulina,
adiponectina y superoxido dismutasa (SOD). Se analiz6 por microscopia
optica la anatomia patologica de aorta toracica e higado. Se
determinaron las probables alteraciones morfolégicas mitocondriales en
células musculares lisas aorticas por microscopia electronica y para
valorar funcionalidad se determiné la actividad enzimatica de Citrato
Sintasa y los complejos I, II, III y IV de la cadena respiratoria
mitocondrial. Se utilizaron 72 ratas machos, cepa Wistar, distribuidas
en 6 grupos (n: 12): control, HF por 30 y 60 dias, SM, SM + HF por 30
dias e HF por 30 dias + SM. Por otra parte, se disené un modelo clinico
para valorar el comportamiento de los biomarcadores proinflamatorios,
prooxidativos y antioxidantes en pacientes con SM. Para el analisis
estadistico, las variables cuantitativas se analizaron por MANOVA y la
prueba post hoc utilizada fue Hotelling. El grado de correlacion de los
biomarcadores se establecid con el Coeficiente de Correlacion de
Pearson. Para el analisis morfologico mitocondrial se utilizo el programa
Axiovision 4.8. Se establecio p< 0.05 en todos los casos. Los grupos con
SM inducido experimentalmente mostraron hiperglucemia,

hiperinsulinemia, @aumento de HOMA e hipertrigliceridemia
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caracteristicos de este sindrome. Todos los grupos con SM y HF en los
distintos periodos experimentales expresaron diferencia significativa de
los biomarcadores asociados a cambios patonogmonicos de ATS. Los
cortes hepaticos de los grupos con SM presentaron alteraciones
compatibles con enfermedad hepatica no alcohdlica. En todos los
grupos se observaron alteraciones morfologicas mitocondriales
asociadas a disminucion de actividad enzimatica de citrato sintasa y de
cadena respiratoria, reflejando la disfuncion mitocondrial. Los pacientes
con SM modificaron significativamente los niveles de los biomarcadores,
objetivandose HF, aumento de SOD y disminucion de NO. El mayor
riesgo cardiovascular que poseen los pacientes con SM se podria
explicar por los cambios aterogénicos. El deterioro de la funcion
mitocondrial seria el principal mecanismo unificador de varios factores
de riesgo como SM y aterogénesis. La implementacion de biomarcadores
tempranos en enfermedad vascular isquémica y SM seria una estrategia
valida para diagnostico oportuno en estos pacientes y para superar
barreras en el manejo de estas enfermedades de alto impacto

epidemiologico en paises de bajo presupuesto en salud.



SUMMARY

There is evidence to associate inflammatory biomarkers with metabolic
syndrome (MS), insulin resistance and atherogenic subclinical disease
(ASD), but it is unclear their interrelationship and how would it
contribute to the development and progression of these
multisindromical pathologies. The inflammatory component would be
the final common pathway reflected by endothelial dysfunction and
induction of oxidative stress. An experimental model of MS was
designed by administering diluted fructose to 10% in drinking water for
6 weeks and ASD induced by hyperfibrinogenemia (HF) in different
experimental periods. Glucose, insulin, lipid profile and HOMA
calculation (homeostasis model assessment) was determined in all
groups studied. Inflammatory and oxidative stress biomarkers:
fibrinogen, nitric oxide (NO), L-citrulline, adiponectin and superoxide
dismutase (SOD) were quantified by spectrophotometry. Thoracic aorta
and liver histopathology were analyzed by optical microscopy. Probable
mitochondrial morphological changes in aortic smooth muscle cells
were determined by electron microscopy and functional alterations were
measured by the enzymatic activity of citrate synthase and complex I, II,
III and IV of the mitochondrial respiratory chain. 72 male rats, Wistar
strain, distributed in 6 groups (nl2): control, HF for 30 and 60 days,
MS, MS + HF 30-day and 30-day HF + MS. In addition, to assess the
behavior of proinflammatory, prooxidatives and antioxidants
biomarkers in patients with MS, a clinical model was designed. For
statistical analysis, quantitative variables were tested with MANOVA.
Post hoc test used was Hotelling. The correlation degree between the
biomarkers was established with the Pearson correlation coefficient.
Axiovision 4.8 program was used to analyze mitochondrial morphology.
A p<0.05 was considered in all cases. Groups with MS experimentally
induced showed hyperglycemia, hyperinsulinemia, increased HOMA
and hypertriglyceridemia typical of this syndrome. All groups with MS
and HF in the differents experimental periods showed significant
difference of the biomarkers associated with ASD pathognomonic
changes. The liver sections of the groups with MS compatible changes

with nonalcoholic liver disease were observed. In all groups were
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observed mitochondrial morphological changes associated with an
enzymatic activity progressive decrease of citrate synthase and
respiratory chain reflecting mitochondrial dysfunction. Patients with MS
showed biomarkers levels significantly altered with HF, SOD increase
and NO decrease. The increased cardiovascular risk MS patients have
might be explained by the atherogenic changes. The impairment of
mitochondrial function would be the main unifying mechanism of
various risk factors such as metabolic syndrome and atherogenesis. The
implementation of early biomarkers in ischemic vascular disease and
MS would be a valid strategy in early diagnosis in patients and to
overcome barriers in the management of these diseases with high

epidemiological impact in countries with low budget in health.



INTRODUCCION

En la reunion de los jefes de Estado y de Gobierno de las
Naciones Unidas, celebrada en septiembre del 2011, se examind la
prevencion y el control de las enfermedades no transmisibles en todo el
mundo como parte del seguimiento de resultados de la Cumbre del
Milenio. En su declaracion final expresaron que la carga y la amenaza
mundial de las enfermedades no transmisibles forman parte de los
principales obstaculos para el desarrollo en el siglo XXI; también
manifestaron que estas enfermedades socavan el desarrollo social y
economico y ponen en peligro la consecucion de los objetivos de
desarrollo consensuados internacionalmente (1).

En esa declaracion se expres6 preocupacion relacionada con la
estimacion de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), referente a
las 57 millones de muertes registradas en el mundo en 2008, 36
millones se debieron a enfermedades no transmisibles, principalmente
enfermedades cardiovasculares, cancer, enfermedades respiratorias
cronicas y diabetes. Esa cifra incluy6é aproximadamente a 9 millones de
personas fallecidas antes de los 60 anos de edad y el 80 % ocurrieron
en paises en desarrollo; las enfermedades no transmisibles figuraron
entre las principales causas evitables de morbilidad y discapacidad
relacionada, en ese contexto se incluye al sindrome metabdlico (SM) (1).

En las ultimas décadas una alarma creciente ha surgido por la
asociacion entre obesidad, SM y complicaciones cardiovasculares. Tanto
en los paises desarrollados como en paises emergentes la epidemiologia
del sindrome tiene caracteristicas similares, donde alrededor del 25 %
de la poblacion mayor de 20 anos padece SM (2). Cuando se observan
los datos de prevalencia del SM en diferentes paises y grupos étnicos,
un concepto resulta relevante, el mismo se comporta como una
pandemia y esta aumentando de manera significativa, incidiendo
negativamente en la calidad de vida y en los gastos de tratamiento y
seguimiento de dichos pacientes (3). En EEUU la prevalencia del SM es
del 21,8 % con un rango de 6,7 % entre los 20-29 anos hasta 43,5% en
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edades entre 60-69 anos (4). Un metaanalisis realizado sobre 12
estudios transversales en América Latina, comprendié 42 paises
incluyendo Argentina, expresando una prevalencia global del 24,9%,
levemente mas frecuente en mujeres (25,3%) que en hombres (23,3%) y
el grupo de edad con mayor prevalencia fue a partir de 50 anos (5).
Hallazgos similares fueron reportados en el estudio multicéntrico
CARMELA (Cardiovascular Risk Factor Multiple Evaluation in Latin
America) realizado en las capitales de paises de América Latina (6)
donde también se objetivo que la frecuencia de dicha patologia aumenta
con la edad. El estudio CARISMA (Caracterizacion y Analisis del Riesgo
en Individuos con SM en Argentina), revel6 una elevada prevalencia
aplicando cualesquiera de las tres definiciones mundialmente
utilizadas, segun The Adult Treatment Panel III (ATP-III) fue de 45,7%,
de acuerdo a The American Heart Association/ National Heart, Lung
and Blood (AHA/NHBLI'O5) los valores fueron 48,53% y segun la
definicion the International Diabetes Federation (IDF) era de 55,2% (7).
Diferentes causas como aumento demografico, envejecimiento
poblacional, incremento de obesidad, sedentarismo y prevalencia global
de Diabetes Mellitus (DM) coadyuvan a que SM aumente con tasas
alarmantes (8). Por otra parte, la prevalencia de DM es superior al 6%
en poblacion adulta, razén por la cual innumerables estudios basicos y
clinicos intentan explicar la compleja relacion entre SM, DM y riesgo de
enfermedad ateroesclerotica. Esta asociacion de enfermedades es un
problema imperativo de la salud publica dado que los sujetos
involucrados pertenecen a un grupo etario economicamente activo y
ademas tiene una intima relacion con opciones terapéuticas que
incrementan el gasto en salud (9).

SM se caracteriza por la convergencia de varios factores de riesgo
en donde cada uno contribuye de manera individual al riesgo
cardiovascular y su asociacion lo incrementa en forma exponencial y no
solamente aditiva (10). Ademas de los factores como DM2, obesidad e

hipertension arterial, se asocia con alteraciones protromboticas,
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hipofibrinoliticas y/o proinflamatorias contribuyendo de manera

individual al riesgo cardiovascular (Figura 1) (11; 12; 13).

Obesidad \ JE—
Abdominal | | Sindrome

Metabélico

N maniples
Factores de |

\ Rlesgo

! Limites

~a
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S o [ Diabetes Tipo | ;
Enfermedad \ 2 | = | Complicaciones
Cardiovascular y 3 \ Diabéticas
Complicaciones .

Figura 1: Historia natural del SM (extraido de sitio web: www.fac.org)

Los parametros bioquimicos que acompanan al sindrome son
insulinoresistencia e hiperinsulinismo compensador asociados a
trastornos del metabolismo hidrocarbonado, alteraciones lipidicas, tales
como hipertrigliceridemia, descenso del colesterol-lipoproteina de alta
densidad (c-HDL), presencia del colesterol-lipoproteina de baja densidad
tipo B, aumento de acidos grasos libres, lipemia postprandial, obesidad
y cifras elevadas de presion arterial. Por otra parte, se considera un
predictor de morbimortalidad cardiovascular, permitiendo la
identificacion de pacientes en riesgo para padecer DM o enfermedades
cardiovasculares (ECV) isquémicas (14).

En su fisiopatologia se imbrican ademas de las alteraciones en el
metabolismo glucolipidico, estados proinflamatorios y protrombéticos
(15) y esta asociado con aumento en prevalencia e incidencia de
enfermedad coronaria, accidente cerebro vascular e incremento del
grosor intima-media (IMT) carotidea (16; 17). Entre los estudios
pioneros que establecieron las consecuencias sobre el aparato
cardiovascular se describe The Risk Factors and Life Expectancies

Study sobre 41.000 personas con resultados contundentes, los hazard



ratios ajustados por edad fueron de 1,95 para mortalidad total, 2,49
para enfermedad cardiovascular y 3,01 para enfermedad coronaria para
aquellos individuos que reunian al menos tres criterios del sindrome.
En la poblacion femenina fue atiin mas impactante: 2,54, 15,9 y 17,75
respectivamente para las mismas patologias (18; 19).

El estudio europeo conducido por Hu incorporé 11.512 pacientes
controlados durante ocho anos con una prevalencia del sindrome del
15% asociado con un claro aumento de mortalidad general y de origen
cardiovascular (20). En Kuopio Ischaemic Heart Disease Risk Factor
Study que incluyo 1.209 hombres de edad media entre 42 a 60 anos,
aquellos que presentaban el sindrome tuvieron 2,6 veces mayor
mortalidad cardiovascular y 1,9 veces un incremento de todas las
causas de mortalidad (Figuras 2y 3) (21).

El estudio NHANES III (National Health and Nutrition
Examination Survey) encontré en una muestra de 8.814 sujetos adultos
sanos, una prevalencia del 23%, que aumentaba con la edad, pero que
era similar para ambos sexos (22) de los cinco factores que componen el
sindrome, la obesidad abdominal fue el mas frecuente (38%) y la
glucemia elevada el menos frecuente (12%) (23).

La obesidad, trastorno nutricional frecuente en los paises
industrializados, también se asocia con aumento de morbimortalidad de
ECV isquémica (24) y aumento del estrés oxidativo sistémico de forma
independiente a hiperglucemia y/o DM (25). Ademas, los vasos
sanguineos expresan receptores para la mayoria de los factores
derivados de adipocitos desempenando un papel importante en la
fisiologia cardiovascular a través de la existencia de una red de senales
locales y sistémicas. Es probable que la inflamacion inducida por la
obesidad acelere la aterogénesis en los pacientes con SM, debido a la
produccion en adipocitos de hormonas, péptidos y otras moléculas que
afectan la funcion cardiovascular por mecanismos endocrinos,

autocrinos y paracrinos (26; 27; 28).
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Figura 2: Incremento de la mortalidad coronaria en un seguimiento a 11 aifos en
pacientes portadores de sindrome metabdlico (extraido de sitio web: www.fac.org)
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Figura 3: Implicancia pronostica del sindrome metabdlico sobre la mortalidad
por enfermedad cardiovascular (extraido de sitio web: www.fac.org)



El parametro estandar para evaluar la grasa corporal es el indice
de masa corporal (IMC), sin embargo, este no proporciona informacion
sobre la distribucion regional de la grasa corporal, siendo la
circunferencia de la cintura, una medida antropométrica simple de
mayor fidelidad que IMC, es la utilizada para determinar la
acumulacion de grasa visceral, indicador de riesgo sanitario asociado a
obesidad visceral (29).

La Asociacion Latinoamericana de Diabetes (ALAD) recomienda
utilizar en la practica clinica la definicion postulada por IDF con los
nuevos criterios latinoamericanos (30), la cual sera utilizada como
parametro en el modelo clinico. La definicion de IDF proporciona
distintos puntos de corte para obesidad segun los diferentes grupos
étnicos y considerando para el diagnéstico de SM el parametro:
circunferencia de cintura asociado a dos de cualquiera de los siguientes
factores de riesgo cardiovasculares enumerados: niveles de triglicéridos;
lipoproteina de alta densidad (HDL); hipertension arterial (HTA) o
glucosa en ayunas (31).

En la actualidad, cada vez hay mayor evidencia cientifica de que
una condicion inflamatoria sistémica de bajo grado asociada a la
resistencia a la insulina seria la base fisiopatologica del SM, dado que
los pacientes reflejarian un estado proinflamatorio con elevacion de
citocinas y marcadores de inflamacion, asociado al aumento del tejido
adiposo corporal como consecuencia de dietas hipercaléricas con
incremento de grasa visceral abdominal y bajo gasto energético (32). El
aumento de insulinemia y resistencia a su accion en tejidos periféricos
mencionados anteriormente se produce por aumento de secrecion
pancreatica y disminucion de extraccion hepatica de insulina. Sin
embargo, hay pacientes insulinorresistentes sin obesidad, pero también
individuos obesos sin insulinorresistencia, estas situaciones
demuestran que para explicar el mecanismo de insulinorresistencia

existen multiples factores desencadenantes (Figura 4) (33; 34).
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Figura 4: Interrelacion entre obesidad, inflamacion y sindrome metabélico
(modificada JNUME 2012)

La insulina es la hormona anabdlica y anticatabdlica mas potente
en el ser humano con efectos sobre musculo, tejido adiposo o higado. La
accion de la insulina se desencadena tras su unién al dominio
extracelular de su receptor, induciendo un cambio conformacional que
permite la autofosforilacion de residuos de tirosina de la subunidad del
dominio intracitoplasmatico y la consecuente activacion del receptor
(35; 36). Los mecanismos que conducen a la insulina resistencia (IR)
pueden ser varios y todavia no han sido suficientemente estudiados, las
alteraciones mas frecuentes se dan a nivel post-receptor y se expresan
como defectos en la via de transmision de senales generadas por la
union de insulina al receptor, manifestado como antagonismo a la
accion de la insulina por adipocitocinas derivadas del tejido adiposo, del
tipo TNF-qa, leptina y adiponectina, antagonismo por niveles elevados de
acidos grasos no esterificados y/o acidos grasos libres que acompanan

a los estados pre-diabéticos, de DM2 y obesidad, interfiriendo en la
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captacion, transporte y utilizacion de glucosa en los musculos
esqueléticos y cardiacos, pudiendo desencadenar estrés oxidativo
asociado a disfuncion endotelial que acompanan a componentes del
SM, que inhibirian la sefializacion del receptor de insulina, reduciendo
la eficacia de su accién o potenciando la IR (37). Otros investigaciones
han establecido que niveles bajos de adiponectina circulantes se
asociarian con una mayor IR (38; 39), dicha citocina es una proteina
especifica del tejido adiposo cuya expresion estaria disminuida en
sujetos obesos y en DM2, tiene efectos anti-inflamatorios (40; 41)
supresion de la actividad del TNF-a, IL-6 e interferon-c, conjuntamente
con la induccion de otros factores anti-inflamatorios como el
antagonista del receptor de IL-1. La administracion de adiponectina
recombinante en roedores aumenta la captacion de glucosa y la
oxidacion de grasas en el musculo, reduce la captacion de acidos grasos
y la produccion de glucosa en el higado, mejorando Ila
insulinoresistencia.

In vivo, adiponectina aumenta el consumo de energia y la
oxidacion de acidos grasos en higado y musculo, disminuyendo el
contenido de triglicéridos de esos tejidos, mejorando la sensibilidad a la
insulina (42). Se ha demostrado que promueve “downregulation” en la
expresion de moléculas de adhesion en células endoteliales y mejora la
disfuncion endotelial (43; 44) reduciendo la proliferacion de células
musculares lisas vasculares (45), la acumulacion de lipidos y la
expresion de receptores scavengers en macrofagos, promoviendo la
polarizacion de los mismos, mecanismos que desempenan un papel
anti-inflamatorio, fendmenos que estan en continua revision (Figura 5)
(46).

En relacion a la asociacion entre RI y la presencia de otros
factores de riesgo cardiovascular, resultan interesantes los resultados
aportados por el estudio Bruneck, llevado a cabo sobre 225 sujetos no

obesos.
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Figura 5: Citocinas secretadas por adipocitos y/o macrofagos en el tejido adiposo

humano.(modificada Mediators of Inflammation-2010)

En este estudio, la prevalencia de IR fue del 95,2 % en aquellos
individuos con 2 o mas de los siguientes factores de riesgo: DM no
insulina dependiente/intolerancia hidrocarbonada, dislipemia,
hiperuricemia e hipertension arterial (47). La hiperinsulinemia
expresada en SM ha sido considerada como uno de los probables nexos
fisiopatogénicos entre los componentes del sindrome con la existencia
de un mayor riesgo cardiovascular (48). Este comportamiento de
insulina podria tener junto a los marcadores inflamatorios un rol
importante como factor de riesgo cardiovascular acelerando el proceso
aterogénico y se ha propuesto al estrés oxidativo como un potencial
inductor de inflamacion, de suceptibilidad a la obesidad y estados
comorbidos (49). Sin embargo, no esta claramente dilucidada la
interaccion entre ellos en el mecanismo patogénico de esta patologia
multisindromica (50).

Numerosos investigadores han observado que existe una alta
prevalencia de ateroesclerosis subclinica (ATS) entre los individuos con
SM (51), ademas han establecido que la presencia de ateroesclerosis
subclinica en maultiples lechos vasculares podria utilizarse como
indicador de la carga ateroesclerodtica total de los individuos (52). Si

bien algunos estudios sugieren mayor prevalencia de aterogénesis
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cuando ambas patologias se encuentran presentes, otros justifican
modificaciones de los factores de riesgo cardiovasculares para aquellos
con SM, con o sin DM asociada (53). Aunque existen evidencias que
asocian biomarcadores inflamatorios, SM asociado con
insulinoresistencia y ECV, aun no esta clara su interrelacion y como
contribuirian al desarrollo y progresion de las distintas enfermedades.
Se postula que el punto de coincidencia seria el componente
inflamatorio, debido a la disfuncién endotelial e induccion de estrés
oxidativo, procesos que generarian un disbalance homeostatico con la
consecuente progresion de la lesion isquémica a nivel vascular, pero
esta hipotesis debe ser aun comprobada (54).

Las ECV representan la primera causa de morbimortalidad en el
mundo occidental y paises emergentes. La aterosclerosis constituye una
enfermedad vascular cronica y es el sustrato anatomopatolégico para
los eventos cardiovasculares isquémicos (55). En el afio 2008 murieron
por esta causa 17,3 millones de personas, representando un 30% de
todas las muertes registradas en el mundo, la Organizacion Mundial de
la Salud estima un incremento en la mortalidad de 23,4 millones de
personas para 2030 (56). Estas cifras explican el creciente interés de los
investigadores por determinar los mecanismos fisiopatogénicos de
aterosclerosis subclinica y su asociacion a otras patologias como el SM.

La fisiopatologia de la enfermedad vascular isquémica se basa en
la evolucion aterogénica, proceso dinamico de la intima arterial,
durante el cual se establecen interacciones bidireccionales tanto con el
endotelio y la sangre como con las células musculares lisas de la capa
media (57). Las turbulencias del flujo sanguineo en determinadas zonas
de la circulacion junto a fendmenos mecanicos debidos a la presion
arterial condicionan la aparicion de fenomenos adaptativos en la intima,
lo que explica que su grosor no sea uniforme y justifica la presencia de
disfunciones locales en el revestimiento endotelial (58; 59). En esta
patologia también se asocia un componente inflamatorio multifactorial

como respuesta vascular frente a una variedad de estimulos lesivos,
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caracterizada por el movimiento de células desde la luz vascular hacia
el interior de la pared arterial, por la influencia de factores
quimiotacticos producidos localmente (60). Se evidencian mediadores
inflamatorios que se reflejan desde el inicio del proceso, activandose por
los diferentes sistemas encargados de reestablecer la homeostasis y la
reparacion tisular. Sin embargo, si la injuria vascular persiste, se
produce el paso de mediadores a la circulacion, los que estimulan la
sintesis de proteinas de fase aguda y moduladores de liberacion de
antagonistas de la inflamacion. En este fenomeno, el disbalance entre
las citocinas proinflamatorias y antinflamatorias es el principal
determinante en la progresion de la enfermedad (61). Existen factores
desencadenantes primarios activadores de la cascada inflamatoria,
como la presencia de niveles elevados de LDL oxidada inductores
precoces de aterogénesis, también se describen otros factores
desencadenantes secundarios que participan en el mantenimiento y
amplificacion de la produccion de citocinas incluyendo la presencia de
factores mecanicos, niveles de angiotensina II, radicales libres,
metaloproteinasas, entre otros (62). Los estimulos proinflamatorios
aumentan los reactantes de fase aguda por activacion de patrones de
produccion de citocinas especificas para las diferentes proteinas. Como
consecuencia de la activacion, algunos marcadores como el fibrinégeno
plasmatico (FP), la Proteina C Reactiva (PCR), las citoquinas
(interleuquina-6 (IL-6), factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), las
moléculas de adhesion (molécula 1 de adhesion intercelular- ICAM I) y
otros factores de la coagulacion, pueden encontrarse aumentados en el
plasma y tener valor pronostico para futuros eventos cardiovasculares
(63). Si bien estos estimulos aumentan las concentraciones de los
reactantes de fase aguda, no todos incrementan uniformemente en la
misma o distintas enfermedades, lo que indica que son individualmente

regulados (Figura 6) (64).

15



Activacion
de las
células
endoteliales

Figura 6: Proceso inflamatorio vascular

Como se ha mencionado anteriormente, numerosas alteraciones
presentes en el SM estan ligadas a la inflamacién con un
comportamiento semejante al proceso aterogénico, entre los parametros
de inflamacion se expresa fibrinégeno, reactante de fase aguda y
marcador sensible del proceso inflamatorio subclinico asociado a estrés
oxidativo, resistencia a la insulina, desarrollo de diabetes mellitus y
ECV (65; 66). La sintesis de fibrinogeno esta regulada por mediadores
inflamatorios del grupo de las aminas: histamina y serotonina, las
cuales asociadas inducen el incremento del fibrinogeno, aumentando su
expresion hepatica e incrementando su concentracion plasmatica con el
consiguiente aumento del riesgo cardiovascular. Su concentracion
plasmatica es de 200 a 400 mg/dl y tiene una vida media de 4 a 5 dias,
es una molécula asimétrica, cuyo peso molecular es de 350.000 Daltons
y no es vitamina K dependiente (67; 68).

Los niveles de fibrinogeno son determinados genéticamente a
través de los polimorfismos genéticos que presenta, asi el gen de cadena
beta ejerce su funcion reguladora, de modo que varios polimorfismos
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han sido identificados y estan asociados con hiperfibrinogenemia (69;
70; 71).

En trabajos anteriores, se ha demostrado el incremento
significativo de fibrinégeno significativamente como respuesta a una
injuria tisular persistente ( 72; 73; 74; 75; 76), lo cual ratificaria que las
proteinas de fase aguda son fabricadas a demanda, esta
hiperfibrinogenemia (HF) se acompana de cambios histopatologicos en
la aorta toracica de ratas: denudacion endotelial, engrosamiento
intimal, aumento de la matriz extracelular, protrusion de la luz vascular
y presencia de células espumosas, lesiones del tipo I, II y III de la
clasificacion Stary (77). HF reflejaria tanto la actividad inflamatoria
como la disfuncion endotelial presente en los estadios precoces de la
aterosclerosis, pudiendo ser implementado como marcador no invasivo
de aterosclerosis subclinica.

Estos endotelios disfuncionales pierden la capacidad de regular
sus funciones vitales adquiriendo propiedades procoagulantes en vez de
anticoagulantes y es probable que modifiquen la sintesis de los
intermediarios reactivos del oxigeno como el oOxido nitrico (NO),
molécula sintetizada en el interior de la célula endotelial a partir de la
L-arginina y catalizada por la enzima sintasa del NO (NOS),
generandose asi una reaccion equimolar de L-citrulina y NO (78; 79). La
inactivacion oxidativa de NO debido a la excesiva produccion de
superoxido y peroxido de hidrogeno en la pared vascular, constituye el
fenomeno sistémico mas caracteristico y temprano de la disfuncion
endotelial condicion “sine quanon” para la aterogénesis (80; 81; 82). A
su vez, el incremento de TNF-a asociado a la hiperfibrinogenemia
expresaria la activacion endotelial (83; 84) y como consecuencia la
pared del vaso lesionado disminuiria la respuesta vasodilatadora, lo
cual tendria directa relacion con la disfuncion endotelial y la
modificacion en la liberacion de oxido nitrico (NO) endotelial,
conservando la capacidad de las células musculares lisas de responder

al NO (78).
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La obesidad, la resistencia a la insulina y el hiperinsulinismo,
presentes en el SM concatenados temporalmente, promueven también
disfunciéon endotelial con aumento de la incidencia de ECV,

probablemente por vias similares (Figura 7).
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Figura 7: Disfuncion endotelial en SM

El NO es el factor endogeno relajante mas importante del
endotelio, provocando dilatacion del musculo liso vascular en respuesta
a la estimulacion celular endotelial, actuando sobre las plaquetas con
un efecto antiadhesivo y sobre el mismo endotelio provocando relajacion
de su citoesqueleto y aumento de la funcion de permeabilidad selectiva.
Al ser un gas simple de unos 10 seg. de persistencia, su mejor indice
total es la suma de sus productos finales nitrito y nitrato “in vivo”. La
liberacion de NO es catalizada por la enzima o6xido nitrico sintetasa
(NOS) quien utiliza como sustrato el NADPH (fosfato dinucleétido de
nicotinamida y adenina) y el oxigeno. La NOS en actividad continua,
asegura la liberacion constante de NO, que a su vez es responsable de

la transduccion de la guanilato ciclasa soluble que incrementa los
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niveles de GMPc (monofosfato sédico de guanosina) lo cual induce la
fosforilacion de las proteinas, proceso asociado a la relajacion del
musculo liso vascular y consecuente vasodilatacion (85).

La actividad enzimatica de la NOS depende del sustrato y la
disponibilidad de cofactores, en consecuencia, las anomalias en la
produccion de NO conducirian a la disfuncion endotelial presente en el
SM y su impacto sobre la ECV asociada y tanto la falta como el exceso
en su produccion podria tener implicancias patologicas importantes
(86). La induccion de iNOS en respuesta a las citocinas pro-
inflamatorias esta implicada en la disfuncion endotelial por
hiperfibrinogenemia, como consecuencia, el endotelio activado
secretaria intermediarios reactivos de oxigeno, NO y su co-producto L-
citrulina (87; 88), que pueden seguir una via fisiopatolégica y como
consecuencia ayudaria a que el NO llegara a transformarse en
peroxinitritos y/o radicales de hidroxilos (OH) por la reaccion con el
anion superoxido (O,) y la subsiguiente nitracion de proteinas con dano
tisular (89; 90).

Diversos trabajos relacionan al estrés oxidativo al SM (91; 92) y lo
responsabilizan de importantes danos que ocurren en éste, tales como
la peroxidacion lipidica, dano en las membranas celulares, dano del
ADN, trastorno en la expresion de genes y disfuncion endotelial (93), tal
como ocurre en la ECV, ademas se relaciona con obesidad,
hipoadiponectinemia y alteraciones cardiacas, endoteliales y renales del
SM (94; 95).

Se plantea que la existencia de un estado prooxidativo
desencadenado por estrés oxidativo puede inducir insulinorresistencia
al provocar fosforilacion de los receptores de insulina (96), otros han
postulado que los mecanismos antioxidantes serian los responsables
del deterioro de la accion de la insulina (97). Se ha descripto el papel de
estrés oxidativo sobre la insulinorresistencia a través de las citocinas
pro-inflamatorias, cuyos niveles se encuentran elevados en el SM (98).

La activacion del sistema renina-angiontensina-aldosterona también se
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involucra en la produccion del mismo y el consiguiente dano endotelial
en el SM (99). Ademas, la presencia de estrés oxidativo implica un
disbalance de oxido-reduccion generado por la produccion no
controlada de especies reactivas del oxigeno (ROS) y de nitrégeno (ERN)
(100). El exceso en la formacion de estas moléculas altamente reactivas,
altera la actividad de enzimas antioxidantes que catalizan la
descomposicion de estos oxidantes nocivos, neutralizan su toxicidad y
evitan que sus concentraciones se conviertan en patologicas (101; 102;
103).

Es sobre el complejo proceso de disfuncion endotelial, donde la
hiperfibrinogenemia podria reflejar el estado proinflamatorio del SM y
promover aterogénesis probablemente a través de la via fisiopatologica
del NO. Si se acepta que NO es un importante antagonista de la
proliferacion celular, es probable que el mecanismo de accion de
hiperfibrinogenemia se deberia a la menor produccion de NO y a la
modificacion en la enzima antioxidante SOD; afectando el equilibrio
entre la relajacion-contraccion del musculo liso vascular y el balance
entre acciones proliferativas y antiproliferativas (Figura 8) (104). La
existencia de una asociacion transversal y prospectiva entre la medicion
plasmatica del estrés oxidativo y el riesgo de presentar SM y
aterogénesis seria independiente, ya que la asociacion prospectiva
persiste aun después de incluir en el analisis los factores de riesgos
clasicos (105; 106). Sin embargo, el organismo humano posee un
sistema de detoxificacion oxidante mediante la enzima superoéxido-
dismutasa (SOD), cuyos niveles plasmaticos son indispensables para
preservar la disponibilidad de NO. La SOD es la capturadora natural del
anion superoxido, cataliza su conversion enzimatica a peroxido de
hidrogeno (H202) a una velocidad muy superior de la conversion
espontanea, evidentemente la cadena antioxidante debe continuar con
la reduccion definitiva a agua, por parte de peroxidasas o catalasas del

peroxido formado, pero la importancia de dicha reaccion es que a nivel
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de la pared endotelial, la produccién masiva de superoxido disminuye la

biodisponibilidad del NO.
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Figura 8: Variables asociadés a SM y aterogénesis inducida por

hiperfibrinogenemia

Estudios experimentales han demostrado una inhibicion en la
actividad enzimatica de la SOD y éste mecanismo podria relevante en la
disfuncion endotelial que se observa en patologias como las estudiadas
(107; 101; 108). Esta enzima establece una “vigilancia” bioquimica,
pues el anion superoxido generalmente se forma como intermediario en
las reacciones de oxigenacion de sustratos, asi se protegen los tejidos de
la accion deletérea del radical superoxido (Figura 9) (109; 110).

En SM existiria una relacion directa entre la produccion de
radicales libres por induccion de estrés oxidativo y el sistema
antioxidante endogeno especificamente SOD, sin embargo no existen en
la bibliografia datos concluyentes con relacion al binomio SM y SOD,
por eso la importancia de estudiar el comportamiento de SOD en los
modelos experimental y clinico con diferentes alteraciones metabdlicas

asociadas al SM (110; 111).
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Figura 9: Mecanismos antioxidantes endogenos: Superoxido dismutasa.

Similar comportamiento se produce durante la isquemia vascular
asociada al estrés oxidativo, generando exceso de radicales libres
superando los mecanismos defensivos antioxidantes, cambiando el tono
vascular por alteraciones en el estado redox celular, aumentando la
agregacion plaquetaria, proliferacion y migracion del musculo liso,
adhesion de monocitos y expresion de moléculas de adhesion (112).

Por otra parte, la produccion no controlada de ROS repercutiria
también a nivel celular generando dano sobre el ADN e induciendo la
peroxidacion lipidica de la membrana celular afectando su
permeabilidad y funcionalidad, generando acumulacion de peroxidos
lipidicos que pasan al torrente sanguineo y aumentando la peroxidacion
de lipoproteinas circulantes promoviendo disfuncion endotelial
generada por SM o aterogenésis (113). La ruptura celular generaria un
ingreso masivo a la célula de iones de Ca*, Na* y un incremento del
volumen celular por el ingreso de agua, induciendo alteraciones a nivel

mitocondrial iniciandose un incremento de ROS en el interior de dicha
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organelas, proceso que podria contribuir a la iniciacion de patologias
vasculares en las cuales las defensas antioxidantes mitocondriales son
superadas; por lo tanto si la concentracion de ROS mitocondrial se
redujera, probablemente se controlaria o se podria revertir la disfuncion
endotelial y sus consecuencias en los estadios iniciales de SM vy
aterogénesis (114; 115). De este modo, el mecanismo unificador para
explicar la accion aterogénica de factores de riesgo cardiovasculares
incluido SM, seria la disfunciéon mitocondrial (116). La produccion de
superoxido mitocondrial es un importante mediador de la injuria
oxidativa celular, asi mismo, la succinato-citocromo c reductasa (SCR)
presente en la cadena transportadora de electrones podria estar
implicada como mediadora en la generacion y como blanco alternativo
de NO en la regulacion de la respiracion mitocondrial (117; 118; 119)

El control de las funciones mitocondriales depende de dos
variables; la concentracion de NO y el nivel de oxigeno, cada una actua
sobre un intervalo de concentraciones y gradientes, existiendo puntos
criticos en los cuales ambas variables se interceptan generando
peroxinitrito. De esta manera el NO, el anion superoxido y el
peroxinitrito desempenan un papel crucial en la regulacion de la
funcion mitocondrial ya que utilizan ROS para la senalizacion
intracelular de la cadena respiratoria mitocondrial (120; 121; 122). La
generacion de ROS en mitocondrias es influenciada por factores
multiples, incluyendo la eficacia de la cadena de transporte de
electrones, la concentracion de oxigeno, la disponibilidad de los
donantes de electrones como el NADH y FADH», de citocinas y la
actividad de las defensas antioxidantes (123).

Aunque la capacidad de la matriz mitocondrial para producir NO
tiene varias implicancias: por una parte, el NO actuaria como mensajero
fisiologico que modula la velocidad del flujo de electrones en ciertas
condiciones fisiolégicas uniéndose al sitio activo del oxigeno en la
citocromo oxidasa de manera competitiva, regulando asi el consumo de

oxigeno representando un efecto benéfico. Sin embargo, si dicha union
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(NO+0O2) es prolongada, ocasiona la generacion del anion superoxido el
cual a su vez reaccionaria con NO para formar el aniéon peroxinitrito que
inhibiria irreversiblemente diferentes componentes de la cadena
respiratoria mitocondrial a través de la inactivacion enzimatica de la
NADH deshidrogenada (complejo I), la succinato deshidrogenada
(complejo II), ademas de inhibir a la ATP sintasa (124). Como radical
libre, el NO sufre facilmente reacciones quimicas de adicion, sustitucion
y oxidacion, dichas reacciones constituyen las bases moleculares de sus
diferentes efectos biologicos.

El NO reacciona con el hierro (Fe) del hem para formar un
complejo de inclusion nitrosilado que al reaccionar con los grupos hem
prostéticos de los citocromos produce la interrupcion de la fosforilacion
oxidativa y consecuentemente, alteraria la actividad metabdlica celular
(125). Ademas, la eNOS requiere de la presencia del ion Ca 2* para su
actividad catalitica y en las células involucradas en la respuesta
inflamatoria sistémica la homeostasis del Ca 2+ intracelular, que cumple
un papel importante en la regulacion energética mitocondrial, regulada
mediante la liberacion de peroxido de hidrogeno, el cual es
transformado a radical hidroxilo. En situaciones de estrés oxidativo, el
radical hidroxilo inhibiria la actividad ATPasa de la bomba Na*/ Ca2*y
causaria dano a la membrana celular, la cual incrementaria su
permeabilidad. El continuo flujo de Ca2* no controlado activa diferentes
enzimas: proteasas, endonucleasas y fosfolipasas creando un circulo
vicioso, lo cual contribuiria a una mayor produccion de radicales libres
afectando asi la fosforilacion oxidativa y, por ende, la produccion de
antioxidantes en un proceso que requiere de energia (125; 126).

Ademas, el peroxinitrito llevaria a cabo la nitracion de tirosinas
en varias proteinas mitocondriales, como la ferro-sulfurada del ciclo de
Krebs aconitasa y la gliceraldehido-3P deshidrogenada implicada en la
glicolisis; llevando a una inhibicion de la respiracion mitocondrial y a
una caida de la sintesis de ATP, repercutiendo sobre la homeostasis

celular. Como resultado de la inhibicion respiratoria mitocondrial se
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acumularian electrones en la cadena respiratoria, lo cual provocaria
que en el complejo NADH-ubiquinona reductasa (complejo I) y la
ubiquinol-citocromo c¢ reductasa (complejo III) que poseen ubiquina
como componente comun, se aumente la generacion de superoxido y
consecuentemente peroxinitrito y peroxido de hidrogeno, perpetuando
las lesiones generadas por estrés oxidativo (127).

Las modificaciones generadas serian las responsables de la
alteracion morfofuncionales mitocondrial, cambios a los que
contribuirian  probablemente los biomarcadores inflamatorios
modificados, variaciones en la concentracion de adiponectina,
insulinoresistencia e hiperinsulinismo. Esta demostrado que los danos
mitocondriales se relacionan con la patogénesis de varios trastornos
metabolicos especialmente aquellos relacionados con la resistencia a la
insulina, tales como la obesidad y DM2 (128). Los cambios observados a
nivel mitocondrial afectan principalmente las enzimas y transportadores
implicados en el Ciclo de Krebs, la oxidacion de acidos grasos, la
respiracion aerObica, relacionada con la fosforilacion oxidativa
mitocondrial y la sintesis de ATP. Por lo tanto la reduccion del
transporte de electrones y el estrés oxidativo podrian representar un
importante objetivo para la modulacion de la funcion de los adipocitos
en el SM (129). DM asociada a trastornos metabdlicos puede conducir a
la disfuncion mitocondrial, activacion de NADPH oxidasa (NOX) y
exceso en la produccion de ROS, lo que resulta en estrés oxidativo y
promueve trastornos cardiovasculares (130)

Por otra parte, las mitocondrias proporcionarian desencadenantes
redox para el dano oxidativo presente en las ECV y actuarian como
amplificadores aumentando la carga de estrés oxidativo lo que
implicaria que todo factor que aumente la produccion de superoxido
disminuiria la eficiencia del acoplamiento de la cadena respiratoria

(131).

De lo mencionado anteriormente, se entiende la importancia de

estudiar la implicancia del fenomeno inflamatorio y el estrés oxidativo
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en patologias con componentes vasculares para establecer los probables
mecanismos fisiopatogénicos con el objetivo de generar estrategias que
prevengan la aparicion de eventos al disminuir o controlar los factores
de riesgo. Para esto es necesario identificar los determinantes de la
enfermedad para asi implementar medidas preventivas para control y
seguimiento como asi también estudiar estrategias terapéuticas que se

puedan implementar para disminuir la incidencia de dicha enfermedad.

Dado que los individuos con SM y evidencias de ateroesclerosis
subclinica presentan tasas de enfermedad cardiovascular elevadas es
fundamental diagnosticar SM y evaluar la presencia de marcadores de
ateroesclerosis subclinica, no solo para realizar el tratamiento
especifico, sino para identificar a aquellas personas cuyo estado
metabolico adverso justifica su identificacion precoz y control posterior.
La importancia clinica de la identificacion de marcadores precoces
ayudaria a encontrar vias que permitiesen prevenir o retardar el
desarrollo de DM2 y la progresion de la aterosclerosis ya que la
intolerancia a la glucosa es una condicion proinflamatorio,
proaterogénica, protrombotica y facilitadora de Diabetes Mellitus (132;
133).

El reconocimiento, control y seguimiento en estadios avanzados
es relativamente sencillo, pero durante la etapa asintomatica es
necesario recurrir a metodologias mas sensibles y presentes en periodos
tempranos, los biomarcadores estudiados tienen la ventaja de
determinarse en muestras de sangre y estan relacionados con el
componente inflamatorio de SM y la enfermedad vascular isquémica,
con implicancias diagnosticas, pronosticas y terapéuticas (111). Se
pueden medir de forma rapida y sencilla, con una relacion costo-
efectividad optimo y facilitarian el diagnostico precoz.

La implementacion de marcadores tempranos cientificamente
justificados en patologias de alta prevalencia como SM y aterogénesis,

serian estrategias innovadoras para superar las multiples barreras en el
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manejo de esta enfermedad de alto impacto epidemiologico, en paises de
bajo presupuesto en salud.

Hipotesis

En pacientes con SM la carga aterogénica incrementa, generando
eventos cardiovasculares agudos con mayor frecuencia y en ATS. La
determinacion en plasma de biomarcadores proinflamatorios,
prooxidativos y antioxidante estan relacionados con ambas patologias
con implicancias diagnosticas, pronoésticas y terapéuticas. Por
consiguiente, se justificaria el estudio del componente inflamatorio en la
enfermedad vascular isquémica y en otras entidades morbidas que
coexisten y aumentan el nivel de riesgo cardiovascular con el objetivo de
elaborar estrategias que prevengan el desarrollo de dichas patologia.

El presente proyecto estudio en un modelo experimental de SM y
de aterogénesis inducido por hiperfibrinogenemia la importancia de los
biomarcadores inflamatorios; establecio la relacion entre componente
inflamatorio y estrés oxidativo asociado a insulinoresistencia para
determinar su participacion en las probables lesiones hepaticas y
vasculares isquémicas a nivel de aorta toracica por microscopia optica,
como asi también las ©posibles alteraciones morfofuncionales
mitocondriales en células musculares lisas de aorta toracica en ambos
modelos. Ademas, se analizaron en pacientes con sindrome metabélico,
parametros clinicos, bioquimicos y biomarcadores prooxidatixos y
proinflamatorios para instrumentarlos como accion preventiva para la
deteccion temprana de SM con el objeto de disminuir las

complicaciones relacionadas.
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Objetivos Generales

+ Se estudié en un modelo experimental de Sindrome Metabdélico
y de aterogénesis inducida por hiperfibrinogenemia los
biomarcadores inflamatorios: fibrinégeno y adiponectina, de
estrés oxidativo: oxido nitrico, L-citrulina y superoxido
dismutasa y los posibles cambios hepaticos y de aorta toracica.
Ademas, se analizo la probable alteracion en la
morfofuncionalidad mitocondrial del musculo liso vascular
aortico. Por otra parte, se valoraron en pacientes parametros
clinicos y bioquimicos de Sindrome Metabdlico y se estudiaron
los biomarcadores para establecer la carga aterogénica en

dichos pacientes.

Objetivos Especificos

En el modelo experimental:

+ Determinar en ratas con sindrome metabdlico inducido, las
concentraciones de glucemia, insulinemia, perfil lipidico para
corroborar el estado de SM.

+ Valorar los niveles plasmaticos de adiponectina en ratas en un
modelo experimental de SM.

+ Estudiar la relacion de hiperfibrinogenemia con 6xido nitrico,
L-citrulina y superoxido dismutasa en ratas con SM inducido.

+ Analizar por microscopia Optica las probables lesiones
histopatologicas hepaticas y de aortas toracicas de ratas con
hiperfibrinogenemia y SM inducido en forma experimental.

+ Observar por microscopia electronica la morfologia mitocondrial
en ceélulas musculares lisas en aorta toracica en ambos

modelos experimentales.
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+ Cuantificar la actividad enzimatica de complejos mitocondriales
para inferir alteraciones funcionales en la fosforilacion
oxidativa en ratas con SM y aterogénesis inducida.

+ Establecer la relacion entre los biomarcadores, concentraciones
de lipidos totales, glucemia y niveles de adiponectina en los
modelos experimentales de SM y aterogénesis para establecer

su importancia en dichas patologias.

En el modelo clinico:

+ Estratificar en pacientes las variables demograficas edad y sexo.

+ Determinar los componentes de SM: insulinemia, glucemia,
HOMA, hipertension arterial, colesterol HDL y triglicéridos.
Ademas, otros factores de riesgo asociados a SM como el perfil
lipidico: colesterol total y LDL, diabetes y tabaquismo en los
diferentes grupos de pacientes estudiados.

+ Estudiar los biomarcadores: fibrinégeno, NO y SOD en grupos de
pacientes con SM y grupo control.
+ Establecer la correlacion entre hiperfibrinogenemia, NO y SOD en

pacientes con SM.
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MATERIAL Y METODOS

Modelo experimental
Animales

Se utilizaron ratas machos Cepa Wistar, endocriadas en el
Instituto de Fisiologia de la Facultad de Ciencias Meédicas de
Universidad Nacional de Cordoba, de peso promedio 280 + 20 g,
alimentadas con dieta balanceada para ratas con un minimo de 17%
de contenido proteico. Los procedimientos que se aplicaron han sido
aprobados por el Comité Institucional para el cuidado y uso de
animales de Laboratorio de la Facultad de Ciencias Médicas de
Universidad Nacional de Cordoba y segun la guia publicada por el
Instituto Nacional de Salud (NIH) (n°® 85-23, revisado 1996).

Grupos estudiados

Se usaron 72 ratas machos, cada uno de los grupos estuvieron
constituidos por 12 animales, siendo estudiados en forma secuencial
y encuadrados en diferentes situaciones experimentales:
A) Control (n=12)
B) ATS inducida por hiperfibrinogenemia por 30 dias (HF x 30 ds)
(n=12).
C) ATS inducida por hiperfibrinogenemia por 60 dias (HF x 60 ds)
(n=12).
D) SM inducido por dieta hidrica suplementaria con fructosa al 10%
en agua de bebida durante 6 semanas (n=12).
E) SM + ATS inducida por hiperfibrinogenemia por 30 dias (HF x 30
dias) (n=12).
F) ATS inducida por hiperfibrinogenemia por 30 dias (HF x 30 dias) +
SM (n=12).
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Induccion de la hiperfibrinogenemia

La induccion de hiperfibrinogenemia para desencadenar el
proceso proinflamatorio y prooxidativo, se realizaron mediante
laparotomias medianas y paramedianas, una laparotomia cada 7 dias
en el grupo de 30 dias y cada 15 dias en el grupo de 60 dias. (73),
previa anestesia con ketamina (Ketal®) (16,25mg/Kg/rata) y xylazina

2% (Alfasan®) (2mg/Kg/rata).

Induccion del Sindrome Metabélico
El SM se indujo por la administracion de fructuosa al 10%

diluida en agua de bebida durante 6 semanas (134).

Preparacion del material experimental

a- Obtencion del plasma

La sangre se obtuvo por decapitacion de los animales,
previamente anestesiados con ketamina (Ketal®) (16,25mg/Kg/rata) y
xylazina 2% (Alfasan®) (2mg/Kg/rata), a las 72 horas de la ultima
injuria, coincidiendo con los 30 y 60 dias. La sangre asi obtenida se
recogio en capsulas de Petri con una mezcla de anticoagulante
constituido por oxalato de amonio y de potasio en una proporcion de
2:1 y para superoxido dismutasa (SOD) se utilizd6 como
anticoagulante EDTA, posteriormente se centrifugdo a 3000 r.p.m
durante 15 minutos para obtener el plasma y el lisado de globulos
rojos, respectivamente. El dosaje de adiponectina (ug/dL) se realizo
en suero de ratas por Elisa, utilizando Human Serum Adipokyne,

panel A: HADK1-61K-A Linconl Research (135).

b- Obtencion del material para anatomia patologica por
Microscopia Optica
En todos los grupos estudiados se seleccionaron cortes de aorta

toracica desde su origen hasta la ultima porcion, debido que en las
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ratas se ha comprobado que las lesiones se presentan
preferentemente en esta porcion aortica, a diferencia de los seres
humanos en donde las lesiones se encuentran habitualmente en
aorta abdominal. Se realizaron 30 secciones de 4 um cada corte, por
animal seleccionado por simple ciego. El material procesado para
anatomia patologica se conservo en formol bufferizado al 10% y se
colore6 con hematoxilina-eosina. Los preparados se analizaron por
microscopia optica en 40X, 60X y 400X.

Para el analisis histopatologico de higado, se seleccionaron
aleatoriamente dos ratas de cada grupo estudiado; luego de la
extraccion del organo se realizaron 15 secciones de 3-5 um cada
corte. El material fue conservado en formol bufferizado al 10% y
tenidos con hematoxilina-eosina a fin de objetivar la repercusion en
este organo del SM. Los preparados se analizaron por microscopia

optica en 40X y 60X.

c- Obtencion del material para técnica por Microscopia
Electronica

El material se obtuvo por cortes “in toto” en forma de anillos de
2 mm de aorta toracica en todos los lotes estudiados. El tejido se fijo
en Karnovsky (136). Las secciones ultrafinas, obtenidas en un
ultramicrotomo Jeol Jum-7 con cuchilla de diamante, se montaron
en grillas de niquel y se colorearon con acetato de uranilo en solucion
alcoholica y citrato de plomo y fueron observadas y fotografiadas en
un microscopio electronico Leo 906E. Para valorar las caracteristicas
morfologicas de las mitocondrias se realizaron las mediciones en un
total de 8 fotos por grupo (n=8), en forma aleatoria, en aquellas que
presentaban 27800X.
La microscopia electronica se realizo en el Centro de Microscopia

Electronica de la Facultad de Ciencias Médicas, UNC.

32



d- Actividad enzimatica

Aislamiento mitocondrial

Todas las aortas toracicas extraidas (aproximadamente 200mg c/u)
de las ratas de los diferentes grupos fueron lavadas y suspendidas en
un buffer de aislamiento helado (5 mM HEPES, pH 7.2 conteniendo
210 mM manitol, 70 mM sacarosa, 1 mM EGTA y 0.5 % BSA, libre
de acidos grasos, 1:10 p/v) e inmediatamente homogeneizado. Los
homogeneizados se centrifugaron a 1500 g, 4° C por 20 minutos y el
sobrenadante se transfiri6 a un nuevo tubo, se centrifugo
nuevamente a 10000 g 4°C por 5 min. Se deseché el sobrenadante y
el pellet mitocondrial se lavo con buffer, centrifugando nuevamente a
10000 g a 4°C por 10 min, descartando el sobrenadante y volviendo a
centrifugar el pellet mitocondrial (purificacion). Este pellet rico en
mitocondrias se resuspendio en buffer de aislamiento (relacion
tejido/buffer: 1/1) y las alicuotas se guardaron a -80°C. La
concentracion de proteinas se midio por el método de Bradford (137).

Este pellet mitocondrial sirvié para determinar:

- Funcionamiento del Ciclo de Krebs:

Mediante la determinacion espectofotométrica de la actividad de
Citrato Sintasa (138).
-Actividad de los complejos de la cadena respiratoria:

Para cuantificar la actividad enzimatica de los complejos (I - IV)
de la cadena respiratoria mitocondrial: CI: NADH-ubiquinona
reductasa, CII: succinato-ubiquinona-reductasa; CIII: ubiquinona-
citocromo c-reductasa; CIV: citocromo c-oxidasa, se realizaron
procedimientos espectrofotométricos, segun las técnicas de Trounce,

Jarreta y Vyatkina (139; 140; 138).
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Modelo Clinico

Se realiz6 un estudio descriptivo transversal, comparativo y
prospectivo en  pacientes ambulatorios que concurrieron
espontaneamente a la consulta del Servicio de Clinica Médica del
Hospital Coérdoba, luego de haber firmado el consentimiento
informado, siguiendo las normas de Bioética segun Declaracion de
Helsinsky. La recoleccion de las muestras se realizo entre Marzo 2013
y Noviembre de 2013, las determinaciones bioquimicas se realizaron
en el Servicio del Laboratorio Central de dicho nosocomio. Este
trabajo fue aprobado por el Comité de Bioética del Hospital Cordoba,
Resol N° 14/2013.
Criterios de inclusion: se incluyeron aquellos pacientes que
presentaron criterios de SM segun la IDF : obesidad central definida
por circunferencia de cintura: hombres 2= 94cm y mujeres = 88cm y
dos de cualquiera de los siguientes factores de riesgo
cardiovasculares: niveles de triglicéridos = 150mg/dL; HDL <
40mg/dL en hombres y < 50mg/dL en mujeres o estén siendo
tratados por dislipidemia; HTA: presion arterial sistémica (PAS)
>130mmHg y presion arterial diastolica (PAD) 285mmHg o estén
siendo medicados para HTA y glucosa en ayunas: 2100mg/dL o estén
en tratamiento para hiperglucemia.
Criterios de exclusion: Pacientes con DM tipo 1 y/o 2 o
insulinorequiriente, intervenciones quirurgicas realizadas con 2
meses de anterioridad, infecciones recientes, cronicas o en curso,
neoplasias, enfermedades reumatologicas, consumo de farmacos
hormonales y antinflamatorios no esteroideos < 1 mes, enfermedad
hepatica, enfermedad renal u otras enfermedades metabdlicas.
Los grupos de pacientes se dividieron de la siguiente manera:

A-Grupo Control: se conformo al azar entre los sujetos sanos o
sin SM que concurrieron al Servicio de Clinica Médica del Hospital

Cordoba y que hayan firmado el consentimiento informado.
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B- Grupo con Sindrome Metabdlico: pacientes que
cumplieron con los criterios de inclusion.

Los individuos se seleccionaron por técnica aleatoria simple y
se formaron grupos de ambos sexos, sanos y enfermos cuyas edades
oscilaron entre 25 y 70 anos, residentes en Provincia de Cordoba y
que concurrieron espontaneamente a la consulta del Servicio de
Clinica Médica del Hospital Cordoba.

Todos los pacientes fueron indagados acerca de las variables
demograficas edad y sexo siendo utilizadas para estratificar los
grupos.

En todos los grupos se realizaron mediciones de circunferencia
abdominal y se indago sobre tabaquismo. A todos los pacientes se les
controlo PAD y PAS y se solicitaron las siguientes mediciones
bioquimicas: Perfil Lipidico: colesterol total, HDL, LDL y triglicéridos.
También se valoro: glucemia, insulinemia, fibrinégeno, oxido nitrico y
superoxido dismutasa.

Las variables anteriormente descriptas se operacionalizaron de la
siguiente manera:

-Variables demograficas: sexo y edad (anos)

-Variables clinicas:

Presion Arterial: Se registro con el sujeto sentado, y el brazo derecho
a la altura del corazon, luego de por lo menos de 5 minutos de
reposo, sin haber fumado o ingerido cafeina durante los 30 minutos
previos a la medicion en 2 ocasiones separadas, cada una por 5
minutos. Se emplearon tensiometros anaeroides calibrados con
escala de mercurio siguiendo la técnica auscultatoria. Se considero
Presion Arterial Sistolica (PAS) a la medida cuando se hace audible el
primer ruido arterial (fase I de Korotkoff), y Presion Arterial Diastolica
(PAD) a la que coincide con la desaparicion de los ruidos (fase V de
Korotkoff). Los resultados de la medicion de PA fueron clasificados

de acuerdo al VII Informe del Joint National Comité (JNC) (141).
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Circunferencia Abdominal (CA): La medicion se realizo6 con el
paciente de pie, en posicion relajada, con el torso desnudo, se midio
con una cinta métrica a nivel del ombligo, entre el borde inferior de la
ultima costilla y la cresta iliaca en espiracion. Los resultados se
expresaron en centimetros.
Tabaquismo: Se indagdé sobre el habito de fumar en todos los
pacientes y se lo expres6 como variable atributo.
HOMA: Homeostasis Model Assessment, desarrollado por Matthews
(142), se calculo multiplicando la insulina en ayuno (uUI/ml) por la
glucosa plasmatica en ayunas (mmol/l) y luego dividiendo el
resultado por la constante de 22,5.
Variables de laboratorio clinico:
Obtencion del plasma y procesamiento del material

Para la determinacion de las variables bioquimicas se
extrajeron 5 ml de sangre de la vena cubital, se recogiéo en jeringas
con una mezcla de anticoagulante constituido por oxalato de amonio
y de potasio en una proporcion de 2:1 y para SOD se utilizé como
anticoagulante EDTA, posteriormente se centrifugé a 3000 r.p.m
durante 15 minutos para obtener el plasma y el lisado de globulos
rojos, respectivamente.
-Glucemia(mg/dL): se dos6 por espectrofotometria segin método
enzimatico (143).
-Insulinemia(uU/mL): se midio con técnica de enzimoinmunoanalisis
(144).
-Perfil lipidico(mg/dL): por método enzimatico (145).
-Fibrinégeno(mg/dL): se determiné por espectrofotometria segin
meétodo de Ratnoff y Menzie (146).
-Oxido Nitrico(uM): por Reaccion de Griess por espectrofotometria
(147).
-Actividad enzimatica de Superdoxido Dismutasa(U/ml): Por
espectrofotometria en lisado de globulos rojos utilizando un kit

Randox (148).
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Analisis estadistico

Para el analisis de los resultados de las variables estudiadas se
utilizo el programa Infostat; las pruebas de normalidad y
homogeneidad se realizaron con prueba de Shapiro-Wilks y luego se
estudiaron con MANOVA y la prueba post hoc utilizada fue Hotelling.
Para establecer el grado de correlacion entre los biomarcadores se
utilizo el Coeficiente de Correlacion de Pearson. En el modelo
experimental para la observacion de lesiones anatomopatologicas se
analizaron los campos de fotografias con una magnificacion 400X
obtenidas de los diferentes cortes estudiados. Para el analisis de la
morfologia mitocondrial se analizaron los campos de fotografias con
una magnificacion de 27800X. Se establecio un nivel de significacion

de p< 0,05 para todos los casos.
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RESULTADOS

Modelo Experimental

Con el objetivo de estudiar el probable mecanismo de accion de
los componentes inflamatorios en el Sindrome Metabdlico se analizaron
las relaciones entre hiperfibrinogenemia y las variables producidas por
estrés oxidativo en las diferentes situaciones experimentales, como asi
también el impacto morfofuncional a nivel mitocondrial en las células
musculares lisas de aorta toracica. Para su mejor comprension se
describieron en modulos de acuerdo a los distintos marcadores
estudiados.

Se analizo en ratas con Sindrome Metabdlico inducido las
variables plasmaticas: glucemia, insulinemia, perfil lipidico y
adiponectina, complementando con valoracion de HOMA para validar
dicha patologia en todos los grupos estudiados. Posteriormente, se
estudiaron las concentraciones plasmaticas de fibrinégeno, o6xido
nitrico, L-citrulina y superoxido dismutasa en el modelo experimental
de aterosclerosis subclinica (ATS), para corroborar la carga aterogénica
inducida. En estos mismos grupos, se expresaron los estudios
histopatologicos por microscopia Optica de aortas toracicas y
preparados de cortes hepaticos, como asi también el analisis de la
morfologia mitocondrial en células musculares lisas estudiadas por
microscopia electronica. Luego, se describio la actividad enzimatica de
la cadena respiratoria mitocondrial en células musculares lisas
aorticas. Por ultimo, se establecio la relacion entre los marcadores de
Sindrome Metabdlico y los indicadores del componente inflamatorio

aterogénico.

Concentracion plasmatica de glucemia, insulinemia, perfil lipidico
y HOMA en ratas con SM.
Las caracteristicas bioquimicas que complementan el diagnoéstico

de SM en todos los grupos estudiados se expresan en la Tabla 1.
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Como se observa en la tabla 1, los valores de glucemia (176 += 17,3
mg/dL), insulinemia (29,5 + 4,52 uU/mL), colesterolemia (133 * 9,6
mg/dL), HDL (28,3 £ 1,14 mg/dL) y triglicéridos (75 %= 12,9 mg/dL)
incrementaron significativamente en los animales con SM inducido
comparados con el grupo control de cada una de las variables
estudiadas

(p<0.001), similar comportamiento presenté el HOMA calculado en el
grupo con SM (11 £ 1,3) respecto al control (3 = 0,38) (p<0,001), valores
que se muestran en la Figura 1. Estos resultados validarian el modelo
experimental de SM.

Tabla 1: Niveles plasmaticos de glucemia, insulinemia y perfil lipidico en
grupo control y grupo SM.

Control (A) SM (D)
Glucemia 115+1,.1 176 £17,3
(mg/dL)
Insulinemia 4+0,82 29,5+ 4,52
(uU/mL)
HDL 61 + 0,01 28,3+1,14
(mg/dL)
Colesterol Total 69,7+ 1,6 133+9,6
(mg/dL)
Triglicéridos 46,2+ 6 751129
(mg/dL)

MediatES: Glucemia: (A) vs. (D): p<0,001. Insulinemia: (A) vs. (D): p<0,001. HDL: (A) vs. (D): p<0,001.
Colesterol total: (A) vs. (D): p<0,001. Triglicéridos: (A) vs. (D): p<0,001. (n=12 por grupo)
SM (sindrome metabolico)

Los indices de HOMA mensurados en los grupos control y SM se

muestran en Figura 1.
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(D)

6 - (A)

Control SM

Figura 1: indice HOMA en grupo control y grupo con SM.
Media + ES: (A) vs. (D): p<0,001 (n=12 por grupo)
SM (sindrome metabdlico);HOMA (homoeostasis model assessment)

Valoracion anatomopatologica en preparados de higado de ratas
con SM.

Ademas, para corroborar la presencia de esteatohepatitis no
alcoholica (EHNA), sello hepatico distintivo del sindrome metabdlico, se
analizaron por microscopia optica 15 cortes hepaticos de 3-5 pym cada
uno, en todos los lotes estudiados, objetivando lesiones significativas
consistentes en vacuolizacion y vasculatura congestiva compatibles con
EHNA en el grupo (B) (Figura 2) con respecto a los preparados del grupo
control (A) donde no se evidenciaron cambios anatomopatologicos

(Figura 3).

Figura 2: Corte histolégico de higado Figura 3: Corte histologico de higado
correspondiente al grupo de animales con SM correspondiente al grupo de animales control.
inducido. La MO muestra vacuolizacién La MO evidencia histologia hepatica normal
(estrella) y vasculatura congestiva (cabeza de (H-E X 40).

flecha). (H-E X 40).
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Para demostrar la intervencion de variables proinflamatorias vy
prooxidativas en un modelo experimental de ATS se determinaron las
concentraciones de las mismas en los grupos estudiados que se
muestran en la Tabla 2.

Se observo incremento significativo del fibrinégeno plasmatico en
los grupos con aterogénesis inducida por HF x 30 dias (B) (266 mg/dL +
13) y HF x 60 dias (C) (359 mg/dL + 11,7) cuando se los comparo6 con el
grupo control (A) (203 mg/dL + 9) (p<0,001). También hubo diferencia
significativa entre los niveles plasmaticos de fibrinégeno al comparar los
grupos con HF entre si (B) vs. (C) (p<0,001).

La biodisponibilidad del NO disminuy6 significativamente en los
grupos con HF x 30 dias (B) (15,1 uM % 0,68) y HF x 60 dias (C) (18,83
uM £ 1,7) con respecto al grupo control (A) (23,58 uM = 1,4) (p<0,001)
respectivamente. También existio diferencia significativa cuando se
realizo la comparacion del grupo (B) con respecto a (C) (p<0,001).

Los niveles plasmaticos de L-citrulina se encontraron
incrementados en los grupos con HF x 30 dias (B) (4,24 mM + 0,14) y
HF x 60 dias (C) (4,56 mM * 0,09) con respecto al control (A) (3,03 mM +
0,13) (p<0,001) respectivamente, mientras que al comparar los grupos
con HF entre si no mostraron diferencias significativas.

La actividad de SOD aument6é en los grupos con aterogénesis
inducida por HF x 30 dias (B) (264 U/ml = 7,6) y HF x 60 dias (C)
(225,42 U/ml £ 6) con respecto a los animales sanos (A) (138,5 U/ml *
3,6) (p<0,001). La actividad de SOD tuvo similar comportamiento al
comparar los grupos (B) y (C).
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Tabla 2: Niveles plasmaticos de fibrin6geno, NO, L- citrulina y actividad
enzimatica de SOD en lisado de globulos rojos en ratas control y con ATS
experimental.

Control (A) | HF x 30 dias (B) | HF x 60 dias (C)
Fibrinégeno 203+9 266 + 13 359+ 11,7
(mg/dL)
NO 2358+14 15,1+ 0,68 18,83+ 1,7
(nM)
L-citrulina 3,03+0,13 4,24 £ 0,14 4,56 £ 0,09
(mM)
SOD 138,5+ 3,6 264 +7,6 22542+ 6
(U/mL)

Media + ES: Fibrinégeno: (A) vs. (B), (C): p<0,001; (B) vs. (C): p<0,001. NO: (A) vs. (B), (C): p<0,001; (B) vs.
(C): p<0,001. L-citrulina: (A) vs. (B), (C): p<0,001; (B) vs. (C): NS. SOD: (A) vs. (B), (C): p<0,001; (B) vs. (C):
NS. (n=12 por grupo)

HF: ( hiperfibrinogenemia); SOD: (superdxido dismutasa); NO: (6xido nitrico)

Estudio histopatologico en ratas con hiperfibrinogenemia inducida
por injurias tisulares miltiples.

Se estudiaron por microscopia 6ptica la aorta toracica en todos
los lotes. Al analizar los 300 cortes de anatomia patolégica del grupo
control (A) (Figura 4), no se observaron modificaciones en las capas
vasculares respecto al grupo HF x 30 dias (B) (Figura 5) donde se
evidencio multiples sectores de denudacion endotelial con hematies
adheridos y engrosamiento de la intima en 279 de los 300 cortes
estudiados (93%) (p<0,001); en comparacion al lote HF x 60 dias (C)
(Figura 6), que presentaron cambios mixoides en la matriz extracelular y
protusion roma hacia la luz vascular en 283 de los 300 cortes
analizados (94,33%) (p<0,003).

Los resultados anteriormente descriptos corroboran el estado
proinflamatorio expresado por la hiperfibrinogenemia y su repercusion

sobre las paredes vasculares aorticas.
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Figura 5: Corte histologico de aorta toracica
correspondiente al lote HF x30 dias. La MO
muestra denudacién endotelial con hematies
adheridos y engrosamiento intimal (cabeza de
flecha) (H-E X 400).

Figura 4: Corte histologico de aorta toracica
correspondiente al lote control. La MO
muestra: Endotelio indemnes y pared con
varias capas limitantes elasticas (cabeza de
flecha). (H-E X 400).

Figura 6: Corte histolégico de aorta toracica
correspondiente al lote HF x 60 dias, se
observa engrosamiento intimal, cambios
mixoides en la matriz extracelular y hematies

Figura 6: Corte histolégico de aorta toracica
correspondiente al lote con HF x 60 dias, se
observa protusiéon roma hacia la luz vascular,
focos de denudacion endotelial (cabeza de
flecha), engrosamiento de la intima y aumento

adheridos (cabeza de flecha). (H-E X 400).

de la matriz extracelular (estrella). (H-EX 400).

Analisis de las variables bioquimicas.

La Figura 7 muestra las concentraciones de glucemia en todos los
grupos estudiados. Cuando se analizo la variable glucemia, se observo
que la administracién crénica de fructosa al 10%, produjo en el grupo
con SM experimental (D) (176 mg/dL + 9,3) un incremento
estadisticamente significativo de los niveles plasmaticos de glucemia en
comparacion con el grupo control (A) (115 mg/dL + 2,1) y con los grupos

con HF x 30 (B) (120 mg/dL * 3), HF x 60 dias (C) (114 mg/dL + 2,6) y

43




SM + HF (E) (115 mg/dL + 6,2) (p<0,001). Similar comportamiento se
observo al comparar la glucemia del grupo HF+SM (F) (147 mg/dL +
11,5) con respecto al control (A) (p<0,001). Las concentraciones de
glucemia entre los grupos SM (D) y HF + SM (F) mostraron una
diferencia significativa (p<0,01), este ultimo expres6 un incremento

respecto a los demas grupos analizados (p < 0,01).

200 H (D)
180 - T
160 -

F

140 1 (p) ®) © ©)
120 A == T

100
80 1
60 -
40 H
20 1
0 T T T T T J

Control HFx30ds HFx60ds SM SM+HF  HF+SM

Glucemia (mg/dL)

Figura 7: Evaluacion de las concentraciones de glucemia en ratas con SM, HF
y la combinacion de ambos modelos experimentales.
ME * ES: (D) vs. (A), (B), () y (E): p<0,001; (D) vs. (F): p<0,01; (F) vs. (A), (B), (C) y (E): p<0,01. (n=12 por
grupo)
SM: (sindrome metabdlico); HF: (hiperfibrinogenemia)

En la Figura 8 se expresan los niveles de insulinemia en los
diferentes lotes estudiados. La insulinemia incremento
significativamente en los animales con SM (D) (29,5 uUL/mL + 4,52)
comparado con el grupo control (A) (4 yUL/mL £ 0,82), HF x 30 dias (B)
(4,52 pUL/mL £ 1,72), HF x 60 dias (C) (6,22 pUL/mL %+ 1,3), SM + HF
(E) (9,68 uUL/mL =+ 1,61)y HF + SM (F) (13,7 uUL/mL % 3,4) (p<0,001).
Cuando se combinaron ambos modelos SM + HF (E) y HF + SM (F) no
hubo diferencia significativa entre ellos y cabe destacar que el

incremento no logro el nivel de concentracion significativo del grupo con
SM (D).
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Figura 8: Analisis de los niveles de insulina en animales con SM,

HF y la combinacion de ambos modelos experimentales.
ME + ES: (D) vs. (A), (B), (C), (E)y (F): p<0,001. (n=12 por grupo)
SM (sindrome metabdlico); HF (hiperfibrinogenemia)

El analisis de la relacion HOMA se presentan en la Figura 9. Los
resultados muestran que la relacion de insulina y glucosa plasmatica
en ayuno increment6 significativamente en el grupo con SM (D) (11 +
1,3) respecto a los grupos control (A) (3 £ 0,38), SM + HF (E) (2,7 +0,4) y
HF + SM (F) (4,9 + 1,1) (p<0,001) respectivamente. Este aumento del
indice HOMA muestra la insulinoresistencia (IR) presente en el modelo
SM, dado que el valor infiere un riesgo de IR elevado.

Las determinaciones en plasma de triglicéridos se muestran en la
Figura 10. En nuestros resultados se observdo un incremento
estadisticamente significativo al comparar los niveles de triglicéridos en
el grupo control (A) (46 mg/dL * 1) respecto al grupo con SM inducido
experimentalmente (D) (75 mg/dL £ 2) (p<0,01), corroborando una de
los indicadores de dicho sindrome.

Ademas, se objetiva diferencias significativas entre SM + HF (E)
(108 mg/dL + 12) (p<0,01) y HF + SM (F) (175 mg/dL + 18) respecto al
control (A) (p<0,001). Cabe destacar la hipertrigliceridemia significativa

en el grupo (F) comparado al grupo con SM (D) (p<0,001), evidenciando
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que el incremento de marcadores inflamatorios contribuye al aumento

de dicho parametro bioquimico en forma significativa.
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Figura 9: indice HOMA en ratas con SM y la combinacién de
ambos modelos experimentales.
ME % ES: (D) vs. (A), (E) y (F): p<0,001. (n=12 por grupo)
HOMA: (homoeostasis model assessment); SM: (sindrome metabdlico); HF:

(hiperfibrinogenemia)
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Figura 10: Valores de triglicéridos en ratas con SM, HF y la

combinacion de ambos modelos experimentales.
ME * ES: (A) vs (B) y (C) NS; (A) vs (D), (E): p<0,01; (A) vs (F) p<0,001. (n=12 por grupo)
SM: (sindrome metabélico); HF: (hiperfibrinogenemia)
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Las mediciones plasmaticas de HDL se objetivan en la Figura 11.
Cuando se analizaron los resultados de otra variable bioquimica que
coadyuva al diagnostico de SM tanto en el modelo experimental como
en la clinica, se observo una disminucion significativa en los grupos con
SM (D) (28 mg/dL + 1,14), SM+HF (E) (17 mg/dL + 0,29) y HF+SM (F)
(35 mg/dL £ 3,3) respecto al control (A) (61 mg/dL + 0,91) (p<0,001
respectivamente). Similar comportamiento se observé al comparar los
grupos con HF x 30 dias (B) (61 mg/dL £ 0,81) y HF x 60 dias (C) (57
mg/dL + 0,62) respecto a los grupos (D), (E) y (F) (p<0,001
respectivamente). También se evidencié una disminucion significativa al
comparar (E) con respecto a (D) (p<0,01), manifestando nuevamente
como el componente inflamatorio de la enfermedad acentua la

disminucion del factor protector vascular expresado por el HDL.
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Figura 11: Niveles de HDL en ratas con SM, HF y la combinaci6on de

ambos modelos experimentales.
ME = ES: (D) vs. (A), (B), (C): p<0,001; (D) vs. (B), (C): p<0,001; (D) vs. (E): p<0,01. (n=12 por
grupo)
SM: (sindrome metabdlico); HF: (hiperfibrinogenemia)

Los resultados de las variaciones plasmaticas de colesterol total

se muestran en la Figura 12.
Se observo una diferencia estadisticamente significativa al comparar la
colesterolemia del grupo SM (D) (133 mg/dL * 9,6) respecto al control
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(A) (69,7 mg/dL = 1,6) (p<0,001). No se encontré diferencia significativa

al realizar la comparacion entre los otros grupos estudiados.
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Figura 12: Colesterolemia en ratas con SM, HF y la combinacion de

ambos modelos experimentales.
ME * ES: (A) vs. (D): p<0,001. (n=12 por grupo)
SM: (sindrome metabdlico); HF: (hiperfibrinogenemia)

Los resultados del patron lipidico observado en nuestro modelo
experimental: hipertrigliceridemia en ayunas, HDL disminuido e
incremento de colesterol es caracteristico del conjunto de entidades
clinicas definidas por defectos en la tolerancia a la glucosa, DM2 y SM.

El tejido adiposo contiene diversas citoquinas relacionadas con la
inflamacion, entre ellas adiponectina, cuya concentraciones
disminuidas contribuyen a IR. Los resultados en la Figura 13 muestran
las variaciones plasmaticas de adiponectina en los diferentes grupos
estudiados. Se observo una disminucion significativa en los grupos (B)
(7,45 pg/dL = 0,43) y (C) (6,79 ug/dL £ 0,18) respecto al control (A)
(11,17 pg/dL £ 0,11) (p<0,001). Sin embargo la disminucion de los
grupos (D) (8,34 ug/dL £ 0,2), (E) (8,64 ug/dL = 0,32 y (F) (9,57 ug/dL £
0,28) en comparacion con el grupo control (A) fue significativamente
menor (p<0,01). También se observo valores disminuidos
significativamente en el grupo (C) respecto a (F), expresando la

participacion del componente inflamatorio y la relacion directa entre el
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valor aumentado de insulina asociado a la disminucion de adiponectina
en el grupo con SM, lo cual estaria indicando la insulinoresistencia

caracteristica de este sindrome.
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Figura 13: Evaluacion de las concentraciones plasmaticas de
adiponectina en ratas con SM, HF y la asociacion de los modelos

experimentales.
ME % ES: (A) vs. (B), (C): p<0,001; (A) vs. (D), (E), (F): p<0,01; (B) vs. (F): p<0,01; (C) vs. (D),
(E): p<0,01; (C) vs. (F): p<0,001. (n=12 por grupo)
SM: (sindrome metabdlico); HF: (hiperfibrinogenemia)

Niveles plasmaticos de fibrindogeno, 6xido nitrico, L-citrulina y
actividad enzimatica de superoxido dismutasa en lisado de globulos

rojos en ratas con SM y HF inducido experimentalmente.

Los resultados de las variaciones plasmaticas de fibrinogeno se
muestran en la Figura 14. Como puede observarse tanto en el grupo
con HF x 30 dias (B) (266 mg/dL + 13) inducida como asi también el
grupo con SM (D) (292 mg/dL £ 11) experimental y los grupos SM + HF
(E) (286 mg/dL = 16) y HF + SM (F) (295 mg/dL £ 18) se determino un
incremento significativo de fibrinégeno cuando se los compar6é con el
grupo control (A) (203 mg/dL + 9) (p<0,01). En los animales con HF x 60
dias (C) (359 mg/dL + 11,7) se generdé un aumento significativo en los

niveles de fibrinégeno comparado con el lote control (A) (p<0,001).
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Similar comportamiento se observd en las concentraciones de
fibrinégeno entre los grupos (B) y (C) (p<0,01) demostrando que a
medida que la injuria tisular persiste la HF se mantiene e incrementa
significativamente en el tiempo. Ademas, se evidencido que la
combinacion de factores proinflamatorios presentes en los grupos (D),
(E) y (F) respecto al grupo (C) modificaron los valores de fibrinogeno de

manera significativa (p<0,01).
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Figura 14: Analisis de las concentraciones plasmaticas de
fibrinégeno en ratas con SM, HF y la asociacion de los modelos

experimentales.
ME * ES: (A) vs. (B), (D, (E) y (F)): p<0,01; (A) vs. (C): p<0,001; (B) vs. (C): p<0,01; (C) vs. (D),
(E) y (F): p<0,01. (n=12 por grupo)
SM: (sindrome metabdlico); HF: (hiperfibrinogenemia)

En la Figura 15 se observan las modificaciones plasmaticas de NO
en todos los grupos estudiados. La biodisponibilidad de NO disminuyo
significativamente en los grupos HF x 30 dias (B) (15,1 uM = 1,7), HF x
60 dias (C) (18,83 uM + 1,5), SM + HF (E) (14,76 uM + 1,05) y HF + SM
(F) (18,26 uM * 1,6) respecto al grupo control (A) (23,58 uM *= 1,4)
(p<0,01 respectivamente). Cuando se analiz6 el grupo con SM inducido
D) (8,7 uM £ 1,2) comparado al control (A) se evidenci6 una

disminucion  significativa  (p<0,001). Similar = comportamiento
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presentaron los grupos (B), (C), (E) y (F) al compararlos con (D) (p<0,01),
demostrando que los factores proinflamatorios inducen estrés oxidativo.
Las mediciones plasmaticas de L-citrulina en los grupos estudiados se
muestran en la Figura 16. Cuando se analizaron los resultados de L-
citrulina, aunque es una molécula equimolar del NO, demostré un
comportamiento en su sintesis plasmatica diferente al mismo. Las
concentraciones aumentaron significativamente en todos los grupos
estudiados en diferentes condiciones experimentales: (B) (4,24 mM =+
0,14), (C) (4,56 mM + 0,09), (D) (4,01 mM + 0,1), (E) (3,9 mM + 0,12), (F)
(4,1 mM =+ 0,2) respecto al grupo control (A) (3,03 mM % 0,13) (p<0,01),
mientras que al comparar los grupos (B), (C), (D), (E) y (F) entre si no

mostraron diferencia significativa.
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Figura 15: Modificaciones plasmaticas de NO en ratas con SM, HF y
la asociacion de los modelos experimentales.
ME * ES: (A) vs. (B), (C), (E) y (F)): p<0,01; (A) vs. (D): p<0,001; (D) vs. (B), (C), (E) y (F):
p<0,01.
(n=12 por grupo)
NO: (6xido nitrico), SM: (sindrome metabélico); HF: (hiperfibrinogenemia)
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Figura 16: Mediciones plasmaticas de L-citrulina en ratas con SM,

HF y la asociacion de los modelos experimentales.
ME % ES: (A) vs. (B), (C), (D), (E) y (F): p<0,01. (n=12 por grupo)
SM: (sindrome metabdlico); HF: (hiperfibrinogenemia)

Los resultados de la actividad enzimatica de SOD en lisado de

globulos rojos en ratas se observan en la Figura 17.
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Figura 17: Analisis de la actividad enzimatica de SOD en ratas con SM, HF y
la asociacion de los modelos experimentales.
ME = ES: (A) vs. (B), (C), (E) y (F)): p<0,001. (A) vs. (D): p<0,01. (D) vs. (B), (C), (E) y (F): p<0,01. (n=12
por grupo)
SOD: (superéxido dismutasa); SM: (sindrome metabélico); HF: (hiperfibrinogenemia)
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La persistencia del estimulo inflamatorio y oxidativo en los grupos
con HF x 30 dias (B) (264 U/mL * 7,6), HF x 60 dias (C) (226 U/mL *
15), SM + HF (E) (248 U/mL % 6,26) y HF + SM (F) (215 U/mL % 7,3)
genero un incremento significativo en la actividad enzimatica de SOD
cuando se los comparé con el grupo control (A) (138 U/mL = 3,6)
(p<0,001 respectivamente). Similar comportamiento se evidencio al
contrastar el grupo con SM (D) (181 U/mL £ 6) respecto al control (A)
(p<0,01). También se visualizo diferencia significativa en el
comportamiento de la enzima al comparar los grupos (B), (C), (E) y (F)
respecto a (D) (p<0,01). Al analizar la actividad de SOD en los diferentes
modelos experimentales, muestra que su nivel de sintesis es un

indicador antioxidante endégeno de estrés oxidativo.

Valoracion anatomopatologica de aorta toracica en ratas con HF y
SM inducido experimentalmente.

Para determinar la repercusion a nivel vascular de HF y de SM,
conjuntamente con la determinacion de los marcadores plasmaticos se
realizo el estudio de aorta toracica en los lotes con SM (D), SM+HF (E) y
HF+SM (F).

Cuando se estudiaron los 300 cortes anatomopatologicos en el grupo
SM (D), se observaron multiples sectores de denudacion endotelial y
desorganizacion con cambios mixoides en la matriz extracelular en 265
de los 300 cortes estudiados (88,33%) (Figura 18) en comparacion al
lote SM + HF (E), que presento similares lesiones en 291 de los 300
cortes analizados (97%) (p<0,003) (Figura 19). Cuando los cortes
analizados correspondieron al lote con HF + SM (F) las lesiones
presentadas fueron similares a las del grupo (E) en 278 de los 300
cortes estudiados (92,66 %) (Figura 20) comparandolo al control
(p<0,001) (Figura 4). No se observaron diferencias significativas con
respecto a las lesiones descriptas en los cortes de los grupos (B) y (C)
respecto a los grupos (D), (E) y (F). Cabe destacar que el desarrollo de
éstas lesiones endoteliales han generado los cambios bioquimicos

expresados por los biomarcadores estudiados cuyos resultados indican
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disfuncion endotelial que se produce durante las primeras etapas de

aterosclerosis subclinica.

Figura 18: Corte histolégico de aorta toracica Figura 19: Corte histologico de aorta toracica
correspondiente al lote con SM. La MO correspondiente al lote con SM + HF. La MO
muestra denudaciéon endotelial (cabeza de muestra denudacion endotelial,
flecha), desorganizacion y cambios mixoides desorganizacion de la lamina muscular
en la matriz extracelular (estrella). (H-E X 60). interna (cabeza de flecha). (H-E X 60).

ENDOTELIO CONSERVADO

Figura 20: Corte histolégico de aorta toracica

correspondiente al lote con HF + SM. La MO Figura 4: Corte histologico de aorta toracica
muestra denudacion endotelial (cabeza de correspondiente al lote control. La MO
flecha), cambios mixoides en la matriz muestra: Endotelio indemnes y pared con
extracelular y desorganizacion de la lamina varias capas limitantes elasticas (cabeza de
muscular interna (estrella) (H-E X 60). flecha). (H-E X 400).

Lesiones histopatolégicas analizadas por microscopia optica de
higado en ratas con HF y SM inducido experimentalmente.

Cuando se analizaron las microfotografias de los cortes hepaticos de
los animales con HF x 30 dias (B) (Figura 21) y HF x 60 dias (C) (Figura
22) no se evidenciaron alteraciones, es decir que dichos grupos soélo
presentaron lesiones a nivel de la pared vascular aortica. En
contraposicion, las modificaciones en el grupo con SM (D) (Figura 23)

fueron binucleacion en hepatocitos e infiltrado inflamatorio periporta en
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13 de los 15 cortes estudiados (86,66%) comparados con el grupo SM +

HF (E) (Figura 24) donde se observo colestasis y binucleacion en

hepatocitos en 11 de los 15 cortes estudiados (73,33%) (p<0,01). El

grupo con HF + SM (F) (Figura 25) evidenci6 en los cortes histolégicos

de higado colestasis y congestion sinusoidal en 10 de los 15 cortes

analizados (67%) observandose una diferencia significativo con respecto

a (E) (p<0,01), en estos dos ultimos lotes también presentaron lesiones

a nivel vasculoendotelial asociadas. Los cortes histopatologicos de los

grupos (D), (E) y (F) analizados presentaron diferencia significativa con

respecto al control (A) (p<0,001) (Figura 3).

Figura 21: Corte histolégico de higado
correspondiente al grupo de animales con HF
x 30 dias. La MO muestra histologia hepatica
normal (H-E X 40).

Figura 22: Corte histolégico de higado
correspondiente al grupo de animales con HF
x 60 dias. La MO muestra histologia hepatica
normal (H-E X 40).

Figura 23: Corte histolégico de higado
correspondiente al grupo de animales con
SM. La MO muestra binucleacion (cabeza de
flecha) e infiltrado inflamatorio periporta
(estrella) (H-E X 60).

Figura 24: Corte histolégico de higado
correspondiente al grupo de animales con SM
+ HF. La MO muestra colestasis y
binucleacién (cabeza de flechas) (H-E X 60).
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Figura 25: Corte histolégico de higado Figura 3: Corte histologico de higado

correspondiente al grupo de animales con HF correspondiente al grupo de animales control.
+ SM. La MO muestra colestasis y congestion La MO evidencia histologia hepatica normal
sinusoidal (cabeza de flechas) (H-E X 60). (H-E X 40).

Estudio de la morfologia mitocondrial de células musculares lisas

de aorta toracica de ratas con SM y HF inducidos y su asociacion.

Cuando se analizé la microfotografia en el grupo control (A)
(Figura 26) se observaron mitocondrias de forma, caracteristicas y
tamano normal. Los resultados en el grupo con HF x 30 dias (B) (Figura
27), mostraron un aumento del tamano de la organela con dilatacion
del espacio intermembranoso y desorganizacion de las crestas, granulos
electrodensos posiblemente debidos a la entrada del ion Ca* que genera
depositos de sales insolubles cuando se lo compar6 con el grupo (A).
Mientras en el grupo con HF x 60 dias (C) (Figura 28), al persistir la HF
se evidenciéo tumefaccion de la organela, aclaracion de la matriz con
vacuolas, ausencia de crestas y granulos electrodensos, dichas

alteraciones acentuaron los cambios morfologicos respecto al grupo (B).
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Figura 26: ME correspondiente al grupo
control. Se observan mitocondrias de forma y
tamafno normal (1-7um), sin alteraciones a
nivel de las crestas (cabeza de flecha).
(27800X).

Figura 27: ME correspondiente al grupo HF x
30 dias. Se observan mitocondrias con un
aumento de tamano, dilatacion del espacio
intermembranosos y desorganizacion de
crestas con presencia de granulos
electrodensos (cabeza de flechas). (27800X).

Figura 28: ME correspondiente al grupo HF x
60 dias. Se evidencia tumefaccion, aclaracion
de la matriz con vacuolas y sin crestas
(estrellas) y granulos electrodensos, tanto en
membranas como en crestas (cabeza de
flechas). (27800X).

Figura 29: ME correspondiente al grupo con
SM. Se observan agrupaciones mitocondriales
con deformaciones estructurales y areas de
tumefaccion (cabeza de flechas). (27800X).

Los resultados de los grupos con SM (D) (Figura 28), SM + HF (E)
(Figura 29) e HF+ SM (F) (Figura 30), mostraron agrupaciones
mitocondriales con deformaciones en su estructura, areas de
tumefaccion y disminucion de las crestas. Asi mismo, se observaron
alteraciones en la forma e irregularidades en el nimero de mitocondrias
en todos los lotes. Como la mayoria de las células, las células de las
capas musculares lisas contienen mitocondrias para la produccion de

ATP. Ademas, las mitocondrias tienen un papel central en el
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mantenimiento del equilibrio normativo entre las concentraciones de
calcio mitocondrial, ROS y NO. Por lo tanto, el dafio a la mitocondria

objetivado en los grupos con SM tendria repercusiones en el desarrollo

de dicha patologia.

Figura 30: ME correspondiente al grupo SM+ Figura 31: ME correspondiente al grupo HF +
HF. Se evidencia disminucién del numero SM. Se observa aclaracion de la matriz
mitocondrial e irregularidades en la forma, no mitocondrial (cabeza de flecha), alteraciones
visualizandose crestas en su interior (cabeza en la forma y no se observan crestas (estrella).
de flecha). (27800X). (27800X).

Analisis de la actividad enzimatica mitocondrial en aorta toracica

de ratas con SM y HF inducidos.

Conjuntamente con las alteraciones morfologicas mitocondriales
descriptas, se analizo la actividad enzimatica de los complejos de la
cadena transportadora de electrones.

Los resultados de la actividad enzimatica de citrato sintasa (pmol de Co.
A/min. mg de proteina) se muestran en la Figura 32.

La actividad de Citrato Sintasa disminuy6 significativamente en
los grupos HF x 30 dias (B) (0,27 pmol de Co A/min. mg de proteina *
0,003), HF x 60 dias (C) (0,21 pmol de Co A/min. mg de proteina + 0,01)
y SM (D) (0,25 pmol de Co A/min. mg de proteina += 0,02) al
compararlos con el control (A) (0,36 pmol de Co. A/min. mg de proteina
* 0,01) (p<0,001, respectivamente). De manera similar los grupos SM +
HF (E) (0,07 pmol de Co. A/min. mg de proteina + 0,01) y HF + SM (F)

(0,1 pmol de Co. A/min. mg de proteina += 0,002) disminuyeron su
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actividad enzimatica significativamente respecto al control (p<0,001). Se
observo diferencia significativa entre los grupos con HF x 60 dias (C)
cuando se lo comparé con HF x 30 dias (B) y SM (D). La actividad
enzimatica disminuyo significativamente en los grupos (E) y (F) respecto

a las cuantificaciones de los grupos (B), (C) y (D) (p<0,001).
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Figura 32: Actividad enzimatica de citrato sintasa en ratas con SM, HF

y la asociacion de los modelos experimentales.
ME # ES: (A) vs. (B), (C), (D): p<0,001; (A) vs. (E), (F): p<0,001; (C) vs. (B), (D): p<0,01; (B) vs. (F),
(E): p<0,001; (C) vs. (F), (E): p< 0,001; (D) vs. (E), (F): p<0,001. (n=12 por grupo)
SM: (sindrome metabdlico); HF: (hiperfibrinogenemia)

Actividad enzimatica de los complejos de la Cadena Respiratoria (I

a IV) en aorta toracica de ratas con SM y HF inducidos.

Los resultados de la actividad enzimatica de NADH ubiquinona
reductasa 6 complejo I de la cadena respiratoria mitocondrial (pmol de
NADH/min. mg de proteina), se expresan en la Figura 33.

La actividad del complejo I de la cadena respiratoria mitocondrial
disminuy6 de manera significativa en los grupos con HF x 30 dias (B)
(0,025 pmol de NADH/min. mg de proteina + 0,001), SM (D) (0,02 pmol
de NADH/min. mg de proteina * 0,002), SM + HF (E) (0,02 pmol de
NADH/min. mg de proteina + 0,001) y HF + SM (F) (0,01 pmol de

NADH/min. mg de proteina + 0,001) cuando se los comparo respecto al
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grupo control (A) (0,0646 pmol de NADH/min. mg de proteina + 0,0031)
(p<0,001, respectivamente). Similar comportamiento se observo entre
los grupos HF x 60 dias (C) (0,0393 pmol de NADH/min. mg de proteina
* 0,002) y el grupo (A) (p<0,01). Incluso hubo disminucion significativa
en la actividad del complejo I en los grupos (B), (D) y (E) al compararlos
con el grupo (C) (p<0,01), objetivando similar comportamiento cuando
se contrasté el grupo (F) con (C) (p<0,001). Ademas, la actividad
enzimatica del complejo I evidencié una disminucion significativa en el
grupo (F) cuando fue comparado con los grupos (D) y (E) (p<0,01) y no

existio significacion entre los grupos (D) y (E).
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Figura 33: Actividad enzimatica del complejo I en ratas con SM, HF y la

asociacion de los modelos experimentales.
ME + ES: (A) vs. (B), (D), (E): p<0,001; (A) vs. (C): p< 0,01; (B) vs. (C): p<0,01; (B) vs. (F): p<0,01; (C)
vs. (D), (E): p<0,01; (C) vs. (F): p<0,001; (D) vs. (F): p<0,01; (E) vs. (F): p<0,01. (n=12 por grupo)
SM: (sindrome metabdlico); HF: (hiperfibrinogenemia)

Los resultados de la actividad enzimatica de Succinato ubiquinona

reductasa 6 complejo II de la cadena respiratoria mitocondrial (UM de

succinato/min. mg de proteina), se exponen en la Figura 34.
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Figura 34: Actividad enzimatica del complejo II en ratas con SM, HF y la

asociacion de los modelos experimentales.
ME + ES: (A) vs. (B), (D), (E), (F): p<0,0001; (A) vs. (C): p<0,01; (B) vs. (C): p<0,001. (C) vs. (B), (D),
(E), (F):
p< 0,001). (n=12 por grupo)
SM: (sindrome metabdlico); HF: (hiperfibrinogenemia)

La actividad del complejo II disminuy6 de manera significativa en
los grupos con HF x 30 dias (B) (4,42E-12 uM de succinato/min. mg de
proteina * 2,21E-12), SM (D) 6,4E-14 uM de succinato/min. mg de
proteina = 2E-12), SM + HF (E) (4,5E-14 uM de succinato/min. mg de
proteina = 2E-12) y HF + SM (F) (6,81 uM de succinato/min. mg de
proteina = 1E-12) cuando se los compar6 respecto al grupo control (A)
(5,66E-11 uM de succinato/min. mg de proteina * 1,84E-12) (p<0,0001,
respectivamente). Similar actividad se evidencio entre el grupo HF x 60
dias (C) (4,5E-11 uM de succinato/min. mg de proteina + 2,21E-12)
respecto al control (A) (p<0,01). Cuando se analizo la actividad
enzimatica del complejo II del grupo (C) se comprob6é una disminucion
significativa respecto a los grupos (B), (D), (E) y (F) (p<0,001, en los

grupos respectivos).
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Los resultados de la actividad enzimatica de Citocromo c
reductasa 6 complejo III de la cadena respiratoria mitocondrial (pM

ubiquinona/min. mg de proteina), se presentan en la Figura 35.
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Figura 35: Actividad enzimatica del complejo III en ratas con SM, HF y la

asociacion de los modelos experimentales.
ME * ES: (A) vs. (B): p<0,001; (A) vs. (C), (D): p<0,01; (B) vs. (C): p<0,01; (B) vs. (E), (F): p<0,001; (B)
vs. (D): p<0,0001; (C) vs. (D): p<0,001; (C) vs. (E), (F): p<0,01; (D) vs. (E), (F): p<0,01. (n=12 por grupo)
SM: (sindrome metabdlico); HF: (hiperfibrinogenemia)

Cuando se analiz6 la actividad enzimatica del complejo Citocromo
c reductasa se evidencio una disminucion significativa en los grupos HF
x 30 dias (B) (0,01 uM ubiquinona/min. mg de proteina + 0,01) y HF x
60 dias (C) (0,1674 pM ubiquinona/min. mg de proteina * 0,029)
respecto al grupo control (A) (0,2617 pM ubiquinona/min. mg de
proteina * 0,022) (p<0,001 y p<0,01, respectivamente). Diferente
respuesta enzimatica present6 el grupo SM (D) (0,28 M
ubiquinona/min. mg de proteina * 0,03) cuya actividad incremento
significativamente respecto al grupo (A) (p<0,01). También se observo
un aumento en la actividad enzimatica del complejo III en el grupo (C)
respecto a (B) (p<0,01), similar comportamiento presento el grupo (D) al
compararlo con los grupos (B) (p<0,0001) y (C) (p<0,001). Al realizar la
asociacion de ambos modelos experimentales se observd una

disminucion significativa en la actividad enzimatica del complejo en los
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grupos SM + HF (E) (0,28 pM ubiquinona/min. mg de proteina + 0,02) y
HF + SM (F) (0,35 pM ubiquinona/min. mg de proteina * 0,03) al
compararlos con el grupo (D) (p<0,01, respectivamente). Por otra parte,
diferente comportamiento se observo cuando se compararon los grupos
(E) v (F) respecto a los animales estudiados en (B) y (C), donde la
actividad enzimatica de Citocromo ¢ reductasa disminuyo
significativamente (p<0,001 y p<0,01, en los grupos correspondientes).
Por ultimo, cabe destacar que la asociacion de ambos modelos en los
grupos (E) y (F) no mostraron diferencia significativa respecto al control

(A).

Los resultados de la actividad enzimatica de Citocromo C
Oxidasa, complejo IV de la cadena respiratoria mitocondrial (pM de

succinato/min. mg de proteina) se muestran en la Figura 36.
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Figura 36: Actividad enzimatica del complejo IV en ratas con SM, HF y la
asociacion de los modelos experimentales.
ME # ES: (A) vs. (B): p<0,001; (A) vs. (C), (D), (E), (F): p<0,01; (B) vs. (C), (D), (E), (F): p<0,01. (n=12

por grupo)
SM: (sindrome metabdlico); HF: (hiperfibrinogenemia)

El analisis de la actividad enzimatica del complejo IV evidenciéo una
disminucion significativa en el grupo HF x 30 dias (B) (0,03 pM de

succinato/min. mg de proteina * 0,01) respecto al grupo control (A)
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(0,1712 pM de succinato/min. mg de proteina + 0,012) (p<0,001). Sin
embargo, los demas grupos HF x 60 dias (C) (0,1039 pM de
succinato/min. mg de proteina * 0,02), SM (D) (0,12 upM de
succinato/min. mg de proteina + 0,01), SM + HF (E) (0,1 pM de
succinato/min. mg de proteina * 0,011) y HF + SM (F) (0,13 pM de
succinato/min. mg de proteina * 0,015) presentaron una diferencia
significativamente menor respecto al grupo control (A) (p<0,01,
respectivamente). Similar comportamiento presento el grupo (B),
evidenciando una disminucion significativa en la actividad enzimatica
del complejo IV respecto a los grupos (C), (D), (E) y (F) (p<0,01

respectivamente).
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Modelo Clinico

Cuando se analizaron los resultados de los pacientes con SM, para su
mejor comprension se describen de acuerdo a las variables estudiadas.

La muestra estuvo constituida por 150 personas de las cuales 60
conformaron el grupo control (sanos) y los restantes 90 fueron pacientes
con diagnostico de SM. Para un analisis criterioso del factor de riesgo no
modificable como es la edad, en los sujetos sanos y los pacientes con
diagnostico de SM se estratifico en tres subgrupos.

Los resultados de distribucion de edad y sexo entre 25-40 anos se
presentan en la Figura 37.

Cuando se analizaron las variables demograficas se observo que el
grupo con SM presento una edad de 34,29 £ 1,77 anos respecto al grupo
control de 32 * 1,1 anos, demostrando la homogeneidad de edades
analizadas en la muestra.

La distribucion de este subgrupo en funcion del sexo, no muestra
diferencia significativa entre los sujetos masculinos del grupo control (A)

(58,82%) con respecto a los pacientes con SM (B) (62,96%).
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Figura 37: Distribucion de los pacientes de acuerdo a factores de riesgo

no modificables.
ME + ES: Sexo y Edad: (A) vs. (B): NS. (n= 44)
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Cuando se analizaron los resultados derivados de la medicion de la
circunferencia abdominal se observo una diferencia significativa entre los
pacientes con SM (B) (117,29 + 5,43) respecto al control (A) (79,56 1,71)
(p<0,01), siendo este indicador un parametro de diagnostico para SM. En
los pacientes con SM se objetivo que el 42,86% padecen de hipertension
arterial, mientras que el 57,14% de los pacientes de la muestra en este
grupo etario no manifiestan hipertension arterial, esta diferencia fue
estadisticamente significativa (p<0,02).

Respecto a la variable DM2 se evidencio que 96,29% de los pacientes
con SM, no padecian esta patologia, sin embargo la circunferencia
abdominal estaba incrementada y eran hipertensos, so6lo un porcentaje de
3,71% padecian la enfermedad.

Los resultados respecto al tabaquismo en los pacientes con SM (B)
muestran que la adhesion al cigarrillo fue de 14,29%, mientras que los no
fumadores representaron un 85,71%.

Los pacientes con SM de este grupo etario presentan como
indicadores modificados un incremento de la circunferencia abdominal,
baja prevalencia de DM2 y HTA al igual que el tabaquismo. En el grupo
control, los sujetos presentaron una CA dentro de rangos normales asi
como los otros parametros, dado que era indispensable para el criterio de
inclusion al grupo control.

Los resultados de las variables analizadas se presentan en la Tabla 3.

Tabla 3: Analisis de variables diagnésticas para SM en pacientes entre 26-40
anos.

Grupos Circunferencia HTA (%) DM2 (%) Tabaquismo (%)

(26-40 afios) abdominal (cm)
Si No Si No Si No

Control (A) 79,56 +1,71 - 100 - 100 - 100

(n=17)

SM (B) 117,29 £ 5,43 42,8* 57,14* 3,71° 96,29* |14,29° 85,71°

(n=27)

ME * ES: Circunferencia abdominal: (A) vs. (B): p<0,01. HTA*: p<0,02. DM 2*: p<0,001.Tabaquismo®: p<0,001.

(n= 44)
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Cuando se analizaron los parametros bioquimicos de SM se objetivo
un incremento significativo en los niveles de glucemia (124 mg/dL * 7,13)
e hipertrigliceridemia (165,43 mg/dL + 16,41) en el grupo SM (B) respecto
al control (A) (82,11 mg/dL + 2,98) (88,44 mg/dL + 7,58) respectivamente,
expresando ambas variables (p<0,001). Sin embargo, se observo que HDL
disminuy6 significativamente en SM (39,71 mg/dL * 3,98) comparado al
control (49,07 mg/dL + 2,39) (p<0,01).

Los resultados analizados se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4: Evaluacion de los parametros bioquimicos de Sindrome Metabdlico
en pacientes entre 26-40 anos.

Grupos Glucemia HDL Triglicéridos
(26-40 afios) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
Control (A) 82,11+ 2,98 49,07 £ 2,39 88,44 + 7,58

(n=17)
SM (B) 124 + 7,13 39,71 +3,98 | 165,43 +16,41
(n=27)

ME * ES: Glucemia: (A) vs. (B) p<0,001; HDL: (A) vs. (B) p<0,01; Triglicéridos: (A) vs. (B): p<0,001.
(n= 44)

Los indicadores de Sindrome metabdlico en el grupo con SM (B):
insulinemia (26,43 uU/mL *= 3,23) y HOMA (4,79 £ 0,60) aumentaron
significativamente con respecto al grupo control (A) (13,22 uU/mL + 1,28)
y (2,64 £ 0,30) respectivamente, obteniendo (p<0,02) para ambas variables,
en tanto que colesterol total si bien increment6é su concentracion en los
pacientes con SM (175,63 mg/dL £ 2,02) comparado al control (167,43
mg/dL = 3,57) (p<0,02), los valores se mantuvieron por debajo del gold

estandar (200mg/dL). También se observa un aumento significativo de la
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concentracion de LDL en los pacientes con SM (B) (113,59 mg/dL * 4,62)
respecto al grupo control (A) (98,14 mg/dL + 5,95) (p<0,02).

Los resultados de las variables analizadas se visualizan en la Tabla 5.

Tabla 5: Variables bioquimicas asociadas a Sindrome Metabdlico en
pacientes entre 26-40 ainos.

Grupos Insulinemia *HOMA Colesterol Total LDL
(26-40 afios) (uU/mL) (mg/dL) (mg/dL)
Control (A) 13,22 +£1,28 2,64 + 0,30 167,43 + 3,57 98,14 + 5,95

(n=17)
SM (B) 26,43 + 3,23 4,79 + 0,60 175,63 +2,02 | 113,59+ 4,62
(n=27)

ME + ES: Insulinemia, HOMA, Colesterol Total y LDL: (A) vs (B): p<0,02. (n= 44)

Analisis de los biomarcadores inflamatorios en sujetos sanos y
pacientes con SM entre 26-40 aios.
Los resultados de las mediciones plasmaticas de fibrinégeno se exponen en

la Figura 38.
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Figura 38: Variaciones plasmaticas de fibrinégeno en pacientes con

Sindrome Metabdlico.
ME + ES: (A) vs. (B): p<0,001. (n= 44)
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En este rango etario se observa hiperfibrinogenemia significativa en
los pacientes con SM (B) (306,96 mg/dL + 17,47) comparados al grupo
control (A) (237,56 mg/dL £ 6,36) (p<0,001). Cabe destacar que estos
pacientes con SM (B) (13,37 uM + 1,87) que expresan un estado
proinflamatorio reflejado por el aumento de fibrinégeno, Ila
biodisponibilidad de 6xido nitrico disminuy0 significativamente respecto al
grupo control (18,06 uM = 1,03) (p<0,01). Estos resultados muestran la
asociacion entre el proceso epiinflamatorio y el estrés oxidativo
desencadenado en los pacientes con SM.

La biodisponibilidad de NO se expresa en la Figura 39.
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Figura 39: Modificacion de 6xido nitrico en pacientes con Sindrome Metabdlico.
ME % ES: (A) vs. (B): p<0,01. (n= 44)

Los resultados de la actividad enzimatica de SOD se exponen en la Figura

40.
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Figura 40: Actividad enzimatica de superoxido dismutasa en pacientes con

Sindrome Metabédlico.
ME = ES: (A) vs. (B): p<0,001. (n= 44)

Al examinar la actividad enzimatica de SOD se verifico un
incremento significativo en este antioxidante endogeno en los pacientes
con SM (B) (326,67 U/mL + 29,71) respecto al grupo control (A) (258,42
U/mL £ 21,84) (p<0,001).

Estudio de variables modificables y no modificables en pacientes
entre 41-55 aios.

En este rango etario cuando se observo la distribucion de pacientes
con SM (Bi), la diferencia es significativa respecto al sexo comparado al
control (A1) (p<0,02), pero no hubo diferencia significativa al analizar la

variable edad. Los resultados se muestran en la Figura 41.
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Figura 41: Distribucion de los pacientes de acuerdo a las variables

no modificables
ME + ES: Sexo: (A1) vs. (Bi1): p<0,02; Edad: (A1) vs. (B1): NS. (n=63)

La circunferencia abdominal en los individuos con SM (B1) (100,76 + 1,84)
evidencia un incremento significativo de la misma comparado al control
(A1) (85,36 £ 2,22) (p<0,001) siendo un indicador positivo para dicha
enfermedad. Los pacientes que conformaban el grupo con SM presentaron
HTA (71,43%) marcando una diferencia significativa respecto a los
normotensos (28,57%) (p<0,001); similar diferencia se constatdé en este
grupo cuando se mensuro diabetes, donde se observa mayor numero de
pacientes con SM y DM2 (82,86%) con respecto a los que no expresan la
enfermedad (17,14%) (p<0,001). El habito tabaquismo presenté una
diferencia significativa entre los pacientes con SM no fumadores (80%)
respecto a los que consumian tabaco (20%) (p<0,001). Los resultados

mencionados se visualizan en la Tabla 6.
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Tabla 6: Analisis de variables diagnosticas en pacientes entre 41-55 afios.

Grupos Circunferencia HTA (%) DM2 (%) Tabaquismo (%)
(41-55 afios) abdominal (cm)
Si No Si No Si No
Control (A;) 85,36 + 2,22 - 100 - 100 |32,15 67,85
(n=28)
SM (B1) 100,76 + 1,84 71,43* 28,57* 82,86° 17,14*| 20° 80°
(n=35)

ME # ES: Circunferencia abdominal: (A1) vs. (B1): p<0,001; HTA*: p<0,001; DM2* p<0,001; Tabaquismo*:
p<0,001. (n= 63)

En la tabla 7 se muestran los resultados de los parametros
bioquimicos de pacientes con SM. La concentracion de glucemia en el
grupo con SM (B:i) (125,72 mg/dL + 11,08) fue estadisticamente
significativa comparada al grupo control (Ai) (84,79 mg/dL + 2,45)
(p<0,001), este resultado se relaciona directamente con el porcentaje de
diabetes tipo II analizado en la Tabla 6.

HDL, otro indicador de SM, en los pacientes con esta patologia (B1)
(43,88 mg/dL + 2,27) evidenci6 una disminucion significativa respecto a
los individuos control (Ai) (51,82 mg/dL *= 2,45) (p<0,02). Diferentes
comportamiento se observo al analizar el nivel de triglicéridos en el grupo
(B1) (155,12 mg/dL = 5,14) donde se observéo un aumento estadisticamente
significativo comparado al grupo (A1) (101,32 mg/dL + 7,62) (p<0,001).

Tabla 7: Evaluacion de los parametros bioquimicos de Sindrome Metabdlico
en pacientes entre 41-55 anos.

Grupos Glucemia HDL Triglicéridos
(41-55 afios) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
Control (A;) 84,79 + 2,45 51,82 + 2,45 101,32 + 7,62

(n=28)
SM (B,) 125,72 + 11,08 43,88 + 2,27 155,12+ 5,14
(n=35)

ME % ES: Glucemia: (A1) vs (B1): p<0,001; HDL (A1) vs (B1): p<0,02; Triglicéridos: (A1) vs (B1): p<0,001.
(n= 63)
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En la Tabla 8 se expresan los resultados de las variables bioquimicas en
pacientes con SM.

El analisis de la variable insulinemia en el grupo con SM (24,50
uU/ml + 1,99) evidencié un incremento significativo en su concentracion
cuando se contrasté con el grupo control (13,93 uU/ml + 1,13) (p<0,001).
Similar comportamiento presento el parametro HOMA en los pacientes con
SM (7,97 + 1,67) cuyo valor fue significativamente mayor respecto al
control (3 = 0,30) (p<0,02). Ademas, este grupo de pacientes con SM
manifestd un incremento estadisticamente significativo de colesterol total
(215,32 mg/dL £ 7,05) y LDL (144 mg/dL £ 5,99) al compararlo con los
individuos control (190,43 mg/dL * 6,60); (123 mg/dL + 4,61) (p<0,01,

respectivamente).

Tabla 8: Variables bioquimicas asociadas a Sindrome Metabdlico en
pacientes entre 41-55 anos.

Grupos Insulinemia *HOMA Colesterol Total LDL
(41-55 afios) (uU/mL) (mg/dL) (mg/dL)
Control (A;) 13,93 +1,13 3+0,30 190,43 + 6,60 123 + 4,61

(n=28)
SM (By) 24,50 + 1,99 7,97 £ 1,67 215,32 £ 7,05 144 £ 5,99
(n=35)

ME * ES: Insulinemia: (A1) vs. (B1): p<0,001; HOMA: (A1) vs (B1): p<0,02; Colesterol Total y LDL: (A1) vs. (B1):
p<0,01. (n= 63)

Analisis de los biomarcadores inflamatorios en pacientes control y

pacientes con SM entre 41-55 anos.

Asociado a esta condicion metabdlica, el parametro proinflamatorio
fibrinogeno, evidencio niveles plasmaticos incrementados
significativamente en el grupo de pacientes con SM (293,38 mg/dL + 9,18)
al compararlo con los individuos control (247 mg/dL * 8,3) (p<0,01). Los

resultados de la variable fibrinogeno se muestran en la Figura 42.
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Figura 42: Niveles plasmaticos de fibrinégeno en pacientes con Sindrome
Metabdlico.

ME * ES: (A1) vs. (B1) p<0,01. (n= 63)

Por otra parte, al analizar las concentraciones de oxido nitrico que se
exponen en la Figura 43, se verifico una disminucion significativa en la
biodisponibilidad de este marcador de estrés oxidativo en el grupo con SM
(9,54 uM £ 1,04) al contrastarlo con el grupo control (14,6 uM + 0,82)
(p<0,001).

a (A1)

14 -

12 - (B1)

NO (uM)

(n=35)

Grupo Control Grupo SM

Figura 43: Concentraciones plasmaticas de 6xido nitrico en pacientes con Sindrome

Metabélico.
ME + ES: (A1) vs. (B1) p<0,001. (n= 63)

74



En la Figura 44 se muestran los resultados de la actividad
enzimatica de SOD en pacientes con SM.

Al analizar la respuesta enzimatica de este antioxidante
endoégeno, se evidencido que el grupo con SM presenté un incremento
significativo en su actividad (344,05 U/ml * 10,78) cuando se compar6 con

el grupo control (257,5 U/ml £21,09) (p<0,001).

400 7 (B]_)
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300 A
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=
0O 200 -
O
n
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(n=28) (n=35)
0 I T 1
Grupo Control Grupo SM

Figura 44: Actividad enzimatica de superéxido dismutasa en pacientes con

Sindrome Metabdlico.
ME + ES: (A1) vs. (B1) p<0,001. (n= 63)

Estudio de variables modificables y no modificables en pacientes
entre 56-70 anos.

En este estrato al analizar la distribucion de pacientes con SM (B2),
no hubo diferencia significativa respecto a edad y sexo comparado al

control (Az). Los resultados se muestran en la Figura 45.
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Figura 45: Distribucion de los pacientes de acuerdo a las variables

no modificables.

ME % ES: Sexo y Edad: (A2) vs. (B2): NS. (n=43)

Al analizar la variable edad se observo que el grupo con SM presento

un promedio de 62,68 £ 0,98 anos respecto al grupo control 59,93 + 1,05

anos, demostrando la homogeneidad de edades analizadas en la muestra.

La distribucion de este subgrupo en funcion del sexo, muestra que

existe un predominio de mujeres tanto en el grupo control (Az) (66,66%)

como en el grupo de pacientes con SM (B2) (53,57%).

Tabla 9: Analisis de variables modificables en pacientes entre 56-70 anos.

Grupos Circunferencia HTA (%) DM2 (%) Tabaquismo (%)
(56-70 afios) abdominal (cm)
Si No Si No | Si No
Control (A,) 83,33 £1,49 - 100 |- 100 | - 100
(n=15)
SM (B,) 108,25 + 1,51 82,14* 17,86* | 71,43* 28,57*| 10,71° 89,29°
(n=28)

ME % ES: (A2) vs. (B2): p<0,001; HTA*: p< 0,001; DM2*y Tabaquismo®*: p<0,01. (n=43)
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En este subgrupo de pacientes, la circunferencia abdominal
en los individuos con SM (B2) (108,25 £ 1,51) presenté un incremento
significativo respecto al control (A2) (83,33 + 1,49) (p<0,001). Los pacientes
del grupo SM presentaron HTA (82,14%) marcando una diferencia
significativa respecto a los normotensos (17,86%) (p<0,001); también se
evidencio diferencia al comparar la prevalencia de DM2 observando mayor
numero de pacientes con SM y DM2 (71,43%) respecto a los que no
expresan la enfermedad (28,57%) (p<0,01). En relacion al tabaquismo, se
constatd una diferencia significativa entre los pacientes con SM no
fumadores (89,29%) respecto a los que si presentaban el habito (p<0,01).

Los resultados mencionados se visualizan en la Tabla 9.

Tabla 10: Evaluacion de los parametros bioquimicos de Sindrome Metabélico
en pacientes entre 56-70 anos.

Grupos Glucemia HDL Triglicéridos
(56-70 afios) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
Control (Ay) 93,73+ 3,10 55,27 + 1,76 106 + 9,68

(n=15)
SM (B») 127,89 + 9,07 46,61 +2,60 | 150,96 £ 10,37
(n=28)

ME + ES: Glucemia: (A2) vs. (B2): p<0,001; HDL y Triglicéridos (A2) vs. (B2): p< 0,01. (n=43).

En la tabla 10 se muestran los resultados de los parametros
bioquimicos de pacientes con SM. Los valores de glucemia en el grupo con
SM (B2) (127,89 mg/dL %= 9,07) fueron estadisticamente significativos
comparados con grupo control (Az) (93,73 mg/dL + 3,10) (p<0,001). La
variable HDL en los pacientes con SM (B2) (46,61mg/dL + 2,60) evidencio
una disminucion significativa respecto a individuos control (Az) (55,27
mg/dL = 1,76) (p<0,01). Al analizar la trigliceridemia en el grupo (Bg2)
(150,96 mg/dL = 10,37) se observo un aumento estadisticamente

significativo comparado al grupo (A2) (106 mg/dL + 9,68) (p<0,01).
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Tabla 11: Variables bioquimicas asociadas a Sindrome Metabdlico en
pacientes entre 56-70 anos.

Grupos Insulinemia *HOMA Colesterol Total LDL
(56-70 afios) (uU/mL) (mg/dL) (mg/dL)
Control (A) 14,09 £1,71 3,26 + 0,40 191,20 + 12,94 | 117,20 £ 11,75

(n=15)
SM (B,) 27,04 = 2,75 8,36 + 1,06 245,07 £ 8,99 | 145,96 + 6,99
(n=28)

ME #* ES: Insulinemia: (A2) vs. (B2): p<0,001; HOMA: (A2) vs. (B2): p<0,01; Colesterol Total (A2) vs. (B2): p<0,001 y
LDL: (A2) vs. (B2): p<0,01. (n=43)

En la Tabla 11 se expresan los resultados de las variables
bioquimicas en pacientes con SM.

Insulinemia (27,04 uU/ml £ 2,75) (B2) evidencié6 un incremento
significativo en la concentracion cuando se contrasto con el grupo control
(A2) (14,09 uU/ml + 1,71) (p<0,001). El mismo comportamiento presentoé el
parametro HOMA (8,36 £ 1,06) cuyo valor fue significativamente mayor
respecto al control (A2) (3,26 £ 0,40) (p<0,01). Colesterol total (245,07
mg/dL + 8,99) incrementé en (B2) comparado con el grupo control (A2)
(191,20 mg/dL £ 12,94) (p<0,001). También se observé un aumento
significativo de la concentracion de LDL en estos pacientes (B2) (145,96
mg/dL * 6,99) respecto al grupo control (Az) (117,20 mg/dL £ 11,795)
(p<0,01).

Analisis de los biomarcadores inflamatorios en pacientes control y

pacientes con SM entre 56-70 aios.

Las variaciones observadas respecto a los niveles plasmaticos de
fibrinégeno evidenciaron aumento significativo en los pacientes con SM
(B2) (306,75 mg/dL + 10,55) comparados al grupo control (Az) (253,09
mg/dL £ 11,29) (p<0,001).
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Figura 46: Modificaciones plasmaticas de fibrin6geno en pacientes con

Sindrome Metabdlico
ME = ES: (A2) vs (B2): p<0,001. (n=43)

La biodisponibilidad de 6xido nitrico disminuy6 significativamente en

el mismo grupo de pacientes (Bz) (10,76 uM + 1,12) respecto al grupo
control (15,74 uM % 1,73) (p<0,01) reflejando el estado proinflamatorio

caracteristico del SM. La concentracion de NO se expresa en la Figura 47.
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Figura 47: Variaciones plasmaticas de 6xido nitrico en pacientes con

Sindrome Metabédlico
ME + ES: (A2) vs (Bz2): p<0,001. (n=43)
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Cuando se analiz6 el comportamiento de la enzima antioxidante SOD
se observd un incremento significativo de la actividad antioxidante en los
pacientes con SM (B2) (308,27 U/mL + 3,13) respecto al grupo control (287
U/mL £ 2,83) (p<0,001). Las modificaciones de la actividad enzimatica de

SOD se visualizan en la Figura 48.
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Figura 48: Actividad enzimatica de superéxido dismutasa en pacientes con
Sindrome Metabdlico

ME + ES: (A2) vs (B2): p<0,001. (n=43)

Por ultimo, se analizaron los coeficientes de correlacion entre los
distintos biomarcadores inflamatorios en todos los pacientes con SM,
observando que existe una correlacion directa (r = 0.91) entre FP y SOD e
inversa (r = - 0.90) entre FP y NO. Similar correlacion inversa se objetivo al
calcular el coeficiente entre las variables SOD y NO (r = - 0.92). Estos
valores permitirian afirmar que la tendencia de los valores de FP, SOD y
NO en todos los pacientes con SM es independiente de la edad, el sexo y de
la presencia de otros factores de riesgo establecidos como la HTA, DM2 y el
habito de fumar, demostrando que el fenomeno inflamatorio reflejado a
través del estrés oxidativo es un componente establecido de este sindrome,

sin embargo los resultados demostraron que FP y SOD aumentaron y NO
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disminuyo6 significativamente fundamentalmente a partir de los 50 anos.

El analisis de correlacion de los biomarcadores descriptos se muestra en la

Figura 49.
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Figura 49: Correlacion entre hiperfibrinogenemia, 6xido nitrico y actividad
enzimatica de superoxido dismutasa en pacientes con Sindrome Metabélico.

FP: (Fibrinégeno Plasmatico), SOD: (Superéxido Dismutasa), NO: (Oxido Nitrico).
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DISCUSION

En el modelo experimental de SM, los resultados demostraron que
las ratas que reciben fructosa en el agua de bebida en forma crénica
proveen un modelo util para el diagnostico de los factores que configuran
SM, este se induce por cambios en la ingesta y expresa numerosas
alteraciones similares al sujeto humano con SM (134). A diferencia de la
glucosa, las dietas con niveles altos de fructosa, por ser moléculas pro-
inflamatorias inducen en roedores, intolerancia a la glucosa, dislipemia
por lipolisis, angiogénesis, disfuncion endotelial, vasoconstriccion,
fibrindlisis y resistencia a la insulina (149; 150) tal como se demostré en
nuestros resultados. La administracion de fructosa al 10% gener6 en el
grupo con SM inducido experimentalmente hiperglucemia,
hipertrigliceridemia, disminucion de niveles de HDL y aumento de niveles
circulantes de colesterol total junto con hiperinsulinemia, corroborando
que el modelo experimental presenta las manifestaciones caracteristicas
del SM (151). Ademas el calculo del HOMA constituye un modelo util para
la cuantificacion de la insulinoresistencia, reflejando la funcion de las
células beta necesitando solamente una muestra de suero en ayuno (142;
152). En nuestros resultados se obtuvo un incremento del valor de HOMA
en el grupo SM validando en el modelo experimental de SM la presencia
de insulinoresistencia. Hipertension Arterial, Diabetes y Obesidad son
patologias comunes pero no independientes y su combinacion se refleja en
el SM (153). Multiples mediadores inflamatorios anormalmente secretados
por el tejido adiposo y la interrelacion entre las células inmunes y
metabolicas pueden afectar la senalizacion de la insulina e inducir estrés
oxidativo y disfuncion endotelial, que conduce a IR y ECV (154). La
inflamacion del hipotalamo, puede ser inducida experimentalmente por
una dieta alta en grasa 6 por la administracion de fructosa (1595)
provocando hiperfagia y se ha documentado que perjudica la liberacion de
insulina de las células B y la accion periférica de la insulina. Por lo tanto,

el exceso cronico de nutrientes, tales como lipidos y glucosa pueden
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desencadenar simultaneamente respuestas inflamatorias, que
interrumpen la funcion metabdlica, generando estrés oxidativo,
inflamacion y SM. También se objetivaron alteraciones en la histologia
hepatica consistentes en colestasis, congestion sinusoidal, binucleacion e
infiltrado inflamatorio periporta, compatibles con los primeros cambios de
la Esteatosis Hepatica No Alcoholica lo que corrobora las lesiones
hepaticas caracteristicas del SM (156).

EHNA se considera la enfermedad hepatica mas comun en pacientes
obesos y con SM (157; 158), el estrés oxidativo, la lipoperoxidacion y la
produccion anormal de adipocitocinas proinflamatorias han sido ligadas
al dano y apoptosis del hepatocito. Estudios experimentales han
encontrado que adiponectina, una de las adipocitocinas que disminuye en
el SM tal como se observa en los resultados, antagoniza el exceso de
almacenamiento de lipidos en el higado protegiendo contra la inflamacion
y la fibrosis, por lo que su disminucion se asocia con la gravedad de la
esteatosis hepatica, necroinflamacion y fibrosis. La llegada masiva de
acidos grasos libres al higado via portal, provenientes principalmente de la
lipolisis del tejido adiposo visceral generan una disminucion del clearance
de insulina, expresandose hiperinsulinismo, incrementos en la
gluconeogénesis reflejado como hiperglucemia y en la sintesis de VLDL
responsable de la dislipidemia cuantificada (159; 160). La lipodlisis de la
grasa abdominal tiene especial importancia en la patogenia de EHNA
(161), en efecto, la resistencia a la insulina, los niveles periféricos de
adiponectina, la presencia de otras citocinas como TNF-a y IL-6, PCR,
insulina y glucosa, permanecen invariables tras la eliminacion de la grasa
subcutanea. La reduccion de la grasa visceral mejora la resistencia a la
insulina y los restantes trastornos metabdlicos asociados a EHNA (162), la
misma es particularmente resistente a la accion de la insulina (163) y en
consecuencia, es hidrolizada con mas facilidad. Ademas, el higado, al
ocupar un lugar estratégico en la circulacion portal, recibe directamente
los acidos grasos libres (AGL) liberados durante la lipdlisis de la grasa

abdominal. En animales con EHNA se puede comprobar que las
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concentraciones plasmaticas de estos acidos y del glicerol estan muy
aumentadas y que la insulina tiene una capacidad reducida para impedir
la liberacion de estos productos de la lipdlisis (164).

Los AGL que llegan al higado, activan al receptor nuclear PPARa
(Peroxisome proliferator activated receptor) induciendo la transcripcion de
numerosos genes implicados en el catabolismo y eliminacion de los acidos
grasos (165). Este conjunto proteico interviene en la utilizacion de AGL, en
la sintesis de triglicéridos induciendo esteatosis y en los fosfolipidos
influyendo en la gluconeogénesis lo que se expresa en hiperglucemia;
también modifican la oxidacion en mitocondrias, en peroxisomas o en los
microsomas y estas tres oxidaciones tienen gran trascendencia ya que
pueden contribuir al estrés oxidativo celular. La interaccion de estos
mecanismos serian los responsables de la hiperfibrinogenemia, la
disminucion de la biodisponibilidad de NO y el aumento de la actividad de
SOD demostradas en los resultados del estudio asociados a los cambios
hepaticos observados. La hipertrigliceridemia mensurada en los animales
con SM, se deberia a la acumulacion de triglicéridos en los hepatocitos
como consecuencia del ingreso de AGL al higado en niveles superiores a
las necesarias, por lo tanto el remanente es exportado a la circulacion
sanguinea (166).

Algunos autores sugieren que la inflamacion del higado y la IR
podrian desempenar un rol importante en el desarrollo de la disfuncion
endotelial y la aterosclerosis en los pacientes con EHNA, especialmente
jovenes y de mediana edad, quienes podrian beneficiarse de estrategias de
prevencion temprana para ayudar a disminuir el riesgo de desarrollar
ECV manifiesta (167).

La aterosclerosis es una causa importante de muerte en los paises
desarrollados y con frecuencia debuta con un evento fatal; de ahi el
interés en detectarla en sus etapas subclinicas (52). Existen evidencias de
que aterogénesis es una enfermedad inflamatoria crénica caracterizada
por la acumulacion progresiva de colesterol con participacion de células

inflamatorias tales como linfocitos, macréfagos, neutréfilos y mastocitos
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(168); este componente inflamatorio participaria en la injuria endotelial
reflejada por la hiperfibrinogenemia, factor asociado a la iniciacion y
progresion en la aterosclerosis subclinica (102). La hiperfibrinogenemia es
un factor de riesgo emergente que se encuentra presente como un
marcador biologico temprano reflejando el proceso inflamatorio que
acompana a la aterogénesis desde su estadio inicial (169; 170).
Numerosos estudios epidemiologicos avalan la hipodtesis de que
concentraciones altas de fibrinégeno plasmatico representan un factor de
riesgo mayor para aterogénesis. En un estudio de personas sin
enfermedad cardiovascular conocida con riesgo intermedio de padecerla,
se determino que la evaluacion del nivel de fibrinégeno podria ayudar a
prevenir un evento adicional durante un periodo de 10 anos por cada 400
a 500 personas examinadas (171). Los niveles circulantes de fibrinégeno
estan reguladas en condiciones inflamatorias, por lo tanto serviria como
un importante marcador de inflamacion, siendo un predictor bien
establecido de evolucion de las enfermedades cardiovasculares como el
infarto de miocardio, accidente cerebrovascular y tromboembolismo
venoso (71). Los resultados encontrados en nuestro modelo experimental
de aterogénesis demostraron un incremento significativo del fibrinégeno
plasmatico en los grupos con aterogénesis inducida por HF x 30 y 60 dias.
Dichos resultados junto con los Thallazgos de los cortes
anatomopatologicos en los grupos con hiperfibrinogenemia inducida,
justificarian la utilidad este biomarcador proinflamatorio en estadios
tempranos de aterogénesis.

Asociado a HF, se encontraron valores plasmaticos de NO
disminudos el cual ejerce efectos como vasodilatador, antiagregante
plaquetario, antioxidante, antiadherente y posee efectos antiproliferativos
a nivel vascular (172). La liberacion desregulada de esta molécula o
alteraciones en la disponibilidad de su precursor L-arginina contribuirian
al desarrollo de aterogénesis (173). La biodisponibilidad del NO disminuyo
significativamente en los grupos con HF inducida reflejando la existencia

de estrés oxidativo desencadenado por la hiperfibrinogenemia persistente
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en el modelo experimental de ATS. Si bien la produccion de L-citrulina es
“x” molar con respecto a la produccion de NO, el aumento en plasma
observado en los grupos con HF inducida, se deberia a un mecanismo
fisiologico mediante el cual se intenta compensar la baja biodisponibilidad
del NO en el proceso aterogénico llevado a cabo en las células de la pared
vascular aortica durante la iniciacion del mismo y se asociaria a una
biodisponibilidad sistémica disminuida de arginina, indicando una
reducida capacidad de sintesis de NO y aumento de concentraciones de L-
citrulina; este aumento de L-citrulina también se relacionaria con la
presencia de estrés oxidativo (174).

Para compensar este disbalance oxidativo con aumento de
indicadores proinflamatorios y prooxidantes, se verificaron niveles
incrementados de SOD posiblemente para revertir el estrés oxidativo
desencadenado por la hiperfibrinogenemia reforzando la defensa
antioxidante endogena que posee el organismo; este aumento de SOD
permitiria inferir que la disfuncion endotelial de la pared vascular,
inicialmente seria un estimulo para su sintesis y posteriormente
descenderia por saturacion enzimatica (175).

La disfuncion endotelial es un factor comun para el desarrollo de
SM y ECV, una prolongada o exagerada activacion endotelial conduce a la
acumulacion de ésteres de colesterol en el citoplasma de macrofagos
transformandose en células espumosas proceso caracteristico de las
primeras etapas aterogénicas (176). Estos macrofagos también proliferan
y amplifican la respuesta inflamatoria a través de la secrecion de
numerosos factores de crecimiento y citocinas, incluyendo TNF-a, IL-1 e
IL-6 (177). Las células endoteliales (EC) normalmente resisten la adhesion
de leucocitos pero la presencia de estimulos proinflamatorios, como son
una dieta alta en grasas saturadas, obesidad, hiperglucemia, IR,
hiperfibrinogenemia, disminucion de adiponectinas y NO, aumento de
actividad de SOD e hipertension arterial, desencadenan la expresion
endotelial de moléculas de adhesion como P- selectina y la molécula de

adhesion celular vascular-1 (VCAM -1), que modulan la union de
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monocitos y linfocitos circulantes, perpetuando y complicando la
disfuncion endotelial (178).

Los resultados histopatologicos han demostrado que HF inducida
gener60 en las paredes de aorta toracica lesiones del tipo denudacion
endotelial, dejando el colageno subyacente expuesto facilitando la
agregacion plaquetaria y reflejando ademas de la disfuncion endotelial, la
actividad inflamatoria focal a nivel de la pared vascular presente en la
aterogénesis; también se observo engrosamiento de la intima vascular,
probablemente como resultado de una serie de estimulos fisiologicos que
constituyen un intento del tejido para mantener condiciones normales de
flujo, geometria arterial y resistencia al flujo en los segmentos vasculares
danados. Ademas en el lote con HF x 60 dias, se observé un aumento en
la matriz celular, cambios mixoides subendoteliales y protusion de la
pared vascular hacia la luz de la aorta toracica; las lesiones descriptas en
el presente modelo experimental se corresponden al tipo II de la
clasificacion de Stary, que definidas microscopicamente, consisten sobre
todo en macrofagos-monocitos que han acumulado lipidos en su interior
que sumada a la denudacion endotelial, dejan expuesto el colageno
subendotelial (179). Algunos autores postulan que el aumento de matriz
extracelular podria deberse a varias causas relacionadas entre si, y
proponen que el fibrinégeno posee un potencial aterogénico que
dependeria de la molécula misma y de sus concentraciones hematicas, o
podria ser dependiente de alteraciones genéticas de la molécula o de sus
modificaciones catabolicas (sistema fibrinolitico) y sus productos de
degradacion (180).

Ademas, como se observa en los resultados, cuando la evolucion de
la IR se acompana de hiperinsulinismo compensador, aparece glucemia
aumentada en ayunas desencadenada por factores metabolicos, aumento
de AGL, lipotoxicidad y glucotoxicidad, y si esta expresion bioquimica se
asocia conjuntamente con una predisposicion genética, podria desarrollar
diabetes. La hiperglucemia con hiperinsulinismo compensador presente

en el SM, es causante de la glucosilacion de las proteinas e induccion de
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estrés oxidativo, facilitando la oxidacion de lipoproteinas, la progresion
aterogénica y al mismo tiempo reduciendo la capacidad antioxidante de
las células, induciendo dano oxidativo al ADN, y aumento de la liberacion
de citocinas pro-inflamatorias (181).

La hiperglucemia observada en los grupos SM y HF + SM se asocio
con un comportamiento similar de la insulinemia, la IR posee importancia
central en el SM, debido a que un tercio de la poblacion aparentemente
sana es suficientemente resistente a la insulina como para desarrollar
enfermedad clinicamente significativa. La IR se ha definido como una
reduccion de la actividad periférica de la insulina que resulta en
disminucion de la utilizacion de la glucosa, hiperinsulinemia en ayunas e
incapacidad de mantener euglucemia (182). La insulina induce la
expresion de la enzima 6xido nitrico-sintetasa y este efecto es inhibido por
las citocinas IL-1, IL-6 y TNF-a, que se encuentran incrementadas e
intervienen en la patogénesis del SM. La IR, evidenciada en nuestros
resultados por el hiperinsulinismo y el HOMA en el grupo SM, se asocia
frecuentemente con la disfuncion endotelial y se ha propuesto que juega
un papel importante en las enfermedades vasculares. Se ha demostrado
en numerosos trabajos, la asociacion existente entre dislipemia, DM 2 y
SM como factor coadyuvante en el aumento del riesgo cardiovascular.

La hipertrigliceridemia significativa observada en los grupos con SM
y SM + HF por 30 o 60 dias estaria demostrando una concentracion de
triglicéridos ricos en lipoproteinas anomalas o modificadas lipoproteina-a,
altamente  aterogénicas y fuertemente asociada con estados
protromboticos. Por otra parte, la falta de accion inhibidora de la lipdlisis
sobre los adipocitos produce una activacion de la lipolisis de triglicéridos y
la liberacion a la circulacion periférica de acidos grasos libres. Tanto la
hiperinsulinemia como estos acidos grasos libres disminuyen la acciéon en
el tejido adiposo de una enzima catalitica, la lipoproteinlipasa, generando
un aumento de produccion de triglicéridos y lipoproteinas de muy baja

densidad (VLDL) (183), evidenciando el incremento en plasma asociado a

88



marcadores inflamatorios, hiperglucemia e IR que acentuan el aumento de
dicho parametro bioquimico en forma significativa.

Cuando se analizaron los resultados de otro parametro del perfil
lipidico como es colesterol-HDL, se observd una disminucion significativa
en todos los grupos con SM, ATS inducida en ambos modelos analizados
individualmente o combinados. Esta disminucion se deberia al efecto
metabolico global de la IR que aumenta la lipdlisis, con mayor
disponibilidad de AGL, aumento la sintesis hepatica de VLDL lo que
sumado al componente inflamatorio de la aterogénesis inducida por HF
acentuaria la disminucion del factor protector vascular expresado por el
HDL. Esta lipoproteina ademas del significativo papel en promover el
eflujo de colesterol celular y el transporte inverso de colesterol (184; 185;
186) en sitios especificos de las membranas celulares llamadas caveolas
en las células vasculares, HDL ejerce una actividad ateroprotectora
mediante la prevencion de la disfuncion endotelial, proceso relevante en el
desarrollo de la aterosclerosis. Esta proteccion de HDL se produce
mediante la regulacion entre la disminuida expresion de moléculas de
adhesion celular (CAMs) y el aumento de la expresion de 6xido nitrico
sintasa endotelial (eNOS) modificando la activacién, liberacion vy
biodisponibilidad de NO (187), pero cuando este mecanismo no funciona
debido a la disminucion de HDL circulante en plasma, se traduce en
incremento de las propiedades relacionadas con inflamacion, disbalance
endotelial y mecanismos de aterotrombosis y fibrinolisis. Por otra parte,
normalmente la formacion inicial de HDL se secreta en particulas
discoidales del higado, cuando el mismo presenta alteraciones del tipo
EHNA la sintesis de esta lipoproteina se veria afectada, asi como la
produccion de los precursores: pre-beta-HDL, HDL tipo LpA-I o LpE,
aceptor preferido de colesterol de los tejidos periféricos. También se
modificaria la sintesis de la lipoprotein-lipasa cuya actividad es inducida
por la insulina y la lipasa hepatica responsable de la hidrélisis de los

fosfoglicéridos de las HDL (188).
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Si bien colesterol total no es indicador especifico del SM se observo
hipercolesterolemia en el grupo SM, resultado que muestra la relacion
inversa con HDL; al disminuir esta ultima lipoproteina se dificulta el
transporte reverso de los ésteres de colesterol desde el tejido periférico
hacia el higado y por ende se expresa aumento de colesterol plasmatico.
Numerosas investigaciones han demostrado que el tejido adiposo
intraabdominal promueve numerosas de las anormalidades presentes en
el SM. El tejido adiposo también puede diferenciarse morfologica y
funcionalmente en tejido adiposo blanco (TAB) y tejido adiposo pardo o
marron. En los individuos obesos se produce un notable aumento del TAB
debido a hiperplasia e hipertrofia de los adipocitos, el mismo habia sido
considerado tradicionalmente como un reservorio energético pasivo, donde
la energia se acumula en forma de triglicéridos durante periodos de
consumo alimentario excesivo y es movilizada cuando el aporte calorico es
insuficiente como en periodos de ayuno o ejercicio prolongado. Sin
embargo, algunos estudios recientes indican que el TAB es en realidad un
organo endocrino que secreta numerosas proteinas, denominadas
colectivamente adipocitocinas (189). Estas proteinas desarrollan un papel
autocrino importante para la fisiologia del TAB y el control de la
homeostasis energética, y estan implicadas en diferentes alteraciones
ligadas a la obesidad, incluidas las reacciones inmunologicas e
inflamatorias (190). Entre las diferentes adipocitocinas, la adiponectina es
una de las mas interesantes por la creciente evidencia que la relaciona
con el metabolismo hidrocarbonado y lipidico y con la carga aterogénica
en los pacientes con SM. La unidad estructural basica de esta moélecula es
un trimero fuertemente asociado, formado por la union de 3 monoémeros
mediante el dominio globular. Estos trimeros pueden asociarse a su vez
en grupos de 4 a 6 mediante el dominio colageno, formando estructuras
altamente ordenadas u oligomeros. El estado de oligomerizacion de la
adiponectina también es un factor importante en la regulacion de su
funcion (191). Asi, el dominio globular seria importante para la

estimulacion de la oxidacion de acidos grasos en tejido muscular,
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mientras los hexameros y oligomeros activarian la senalizacion a traveés
del factor de transcripcion nuclear kB (NF-kB). Por tanto, todos los
procesos en que los multimeros de adiponectina sufren una
interconversion tendran importancia fisiologica. Ciertos analisis
funcionales han demostrado que la forma glucosilada de la adiponectina
presenta mayor actividad de sensibilizacion a la insulina que el producto
recombinante bacteriano no glucosilado, lo que sugiere que estas
modificaciones postraduccionales son necesarias para su actividad
biologica optima (192). La concentracion de adiponectina en el plasma,
ademas de correlacionarse negativamente con el indice de masa corporal y
el porcentaje de grasa corporal, lo hace también negativamente con la
concentracion de triglicéridos en plasma, mientras que es proporcional al
colesterol ligado a lipoproteinas de alta densidad (cHDL), resultados
similares a los determinados en este estudio. Este efecto se produce por
un aumento en el catabolismo lipidico derivado de una estimulaciéon de la
expresion de enzimas implicadas en el transporte y el metabolismo de los
acidos grasos en el musculo esquelético y el higado, como por ejemplo la

acil-CoA oxidasa y la 5’-AMP cinasa (AMPK) (Figura 50).

2l ey
i’l-

C
Tejido adiposo blanco r( 5 9,%

BCI0n de adiponecting

7T
e O— O W
()] o
AdipoR2 -
y AdipoR1
e —
< W)
AMPK PPARY , . & ,
g i Y T caplacitn «—T AMPK I PPARY
- Y de glucosa |
v XIASCION o K0S grasos |
| GBPsss ¥ ?‘le“"l""V" 3cidos pracos
ot e rigticandos CACION O SCD0S grasas
dard IRG
4 repedbis triglicéndos
L gluconecpénasis o<
T actividad IRS
,/’
~
< Sistema muscuiar
Higado ‘ r - =5 esquelético

T sensibiidad

S 13 nsung

Figura 50: Mecanismo de accion de la adiponectina sobre la sensibilidad en
el higado y en el sistema muscular (extraida de: Med Clin (Barc). 2005; 124: 388).
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Desde una perspectiva “adipocéntrica” se postula que la expansion
del tejido adiposo es un factor importante en el desarrollo del SM como
nexo entre obesidad e IR, debida a la liberacion de adiponectina, proteina
que mejora la sensibilidad a la insulina y evita la acumulacion de acidos
grasos en musculo esquelético y en otros organos internos aumentando
su oxidacion (193). Probablemente es la accion de la insulina, incluida la
transduccion de su senal, el factor que regula estos valores modificados
de adiponectina, mas que las concentraciones absolutas de insulina
presentes en la sangre. A favor de esta hipodtesis esta el hecho de que la
secrecion de adiponectina requiera PI-3K, un intermediario principal de la
via de senalizacion de la insulina. Asi, por ejemplo, la actividad del
sustrato receptor estimulado por insulina (IRS-1), que esta asociada a la
via de senalizacion PI-3K, también esta reducida en adipocitos de
individuos con diabetes tipo 2. Por lo tanto, es probable que la reduccion
de la actividad PI-3K en adipocitos de pacientes con diabetes tipo 2
contribuya a los valores reducidos de adiponectina. En conjunto, estos
datos sugieren que la adiponectina es requerida para la regulacion de la
sensibilidad a la insulina y la homeostasis de la glucosa in vivo y, por
tanto, podria ser util como agente terapéutico de la resistencia a la
insulina (194).

Por otra parte, numerosos estudios han demostrado que
adiponectina posee propiedades antiinflamatorias y antiaterogénicas,
mediadas por TNF-a, factor regulador clave en el metabolismo de los
adipocitos, por disminuir la lipogénesis, aumentar la lipolisis y coadyuvar
al desarrollo de resistencia a la insulina en el tejido adiposo, por
interferencia en la senalizacion del receptor de insulina. La adiponectina y
TNF-a parecen inhibir mutuamente su produccion en el tejido adiposo vy,
ademas, la adiponectina puede contrarrestar los efectos proinflamatorios
de TNF-a en células vasculares. Por lo tanto, la resistencia a la insulina
inducida por TNF-a podria explicarse parcialmente por la inhibicion de la
secrecion de adiponectina, también suprime la secrecion y senalizacion de

TNF-a en cultivos celulares de macréfagos y células endoteliales, e inhibe
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el proceso de adhesion celular. Estos efectos resultan de la inhibicion de
la expresion de moléculas de adhesion células vasculares-1 (VCAM-1) e
(ICAM-1) y selectina-E (195).

También se ha demostrado que la administracion de adiponectina
estimula la formacion de NO por incremento de la actividad de la NO
sintetasa endotelial (eNOS) e inhibe la proliferacion celular, mediante la
supresion de la formacion de especies reactivas de oxigeno y la inhibicion
de la actividad cinasa activada por mitogenos (MAPK), suprime de forma
especifica la fosforilizacion de IkB inducida por TNF-a (lo que impide la
degradacion de este inhibidor de NF-kB) y la activacion posterior de NF-
KB en células endoteliales, a través de la proteina cinasa A AMP ciclica,
expresando modificaciones en NO y L-citrulina, como se observa en los
resultados de los biomarcadores proinflamatorios y prooxidantes tanto en
el modelo de SM como en los asociados con hiperfibrinogenemia (196). Las
lesiones histopatologicas observadas en los cortes estudiados serian
compatibles por un lado con HF, estrés oxidativo e hipoadiponectinemia
que suprime la proliferacion y migracion de células musculares lisas a la
pared arterial, asi como la proliferacion y la capacidad fagocitica de los
monocitos, células clave en la progresion y la formacion de la lesion
vascular con engrosamiento intimal (197). Dadas estas caracteristicas que
expresa la adiponectina se asocia con una variedad de enfermedades:
DM2, IR, HTA, dislipidemia, SM e hiperuricemia, con eventos vasculares
isquémicos como enfermedad coronaria, accidente cerebro vascular y
arteriopatia periférica y enfermedad hepatica compatible con EHNA (198;
199). Un bajo nivel de adiponectina circulante se puede utilizar como
predictor del futuro desarrollo de SM en la poblacion general y en obesos,
ademas se correlaciona significativamente con el fenotipo clinico del SM
en hombres y mujeres. Por otra parte, tendria potencialidad de retrasar el
proceso aterogénico por sus efectos pleiotropicos reflejados en inhibicion
de adhesion de monocitos, reduccion de la capacidad fagocitica y
disminucion de acumulacion de lipoproteinas modificadas en la pared

vascular, influyendo en el equilibrio de las lipoproteinas aterogénicas y
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antiaterogénicos en el plasma. Los resultados observados en los modelos
experimentales estudiados demuestran que existe asociacion entre valores
bajos de adiponectina, IR y enfermedad cardiovascular indicando que la
cuantificacion de esta proteina en el plasma podria ser un nuevo

biomarcador biologico para el SM y aterogénesis (Figura 51) (37; 200).

Tejido adipaso blanco

Colutas musculares lisas

Figura 51: Efectos antiaterogénicos de adiponectina (extraida de: Med Clin
(Barc). 2005; 124: 388).

La HF cuantificada en todos los grupos estudiados evidencia que los
niveles de fibrin6geno aumentan significativamente, comportandose como
un predictor independiente en ambas patologias y establece una estrecha
relacion con el estrés oxidativo reflejada por las modificaciones de NO, a
través de la produccion de anion superoxido. Se ha demostrado que el
aumento de las concentraciones de ROS reducen la cantidad de NO
bioactivo por inactivacion quimica para formar peroxinitrito toxico (201),
lo cual guarda relacion con los valores plasmaticos de NO disminuidos en
los animales con induccion proinflamatoria y SM inducido, esto nos
permitiria inferir que la hiperfibrinogenemia generaria estrés oxidativo con
probable pérdida de la capacidad de las células endoteliales para regular
sus funciones vitales en la produccion de sustancias vasoactivas como

seria el NO (202).
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Al analizar las mediciones plasmaticas realizadas de L-citrulina (co-
producto del NO) en los grupos estudiados se observé un comportamiento
inverso respecto a los valores dosados de NO bajo la misma situacion
experimental. Este incremento sugiere que la sintesis de NO ingresa en
una via fisiopatologica aumentando el estrés oxidativo, pues el NO puede
ser transformado en una entidad significativamente citotoxica (203) y para
compensar esta agresion L-citrulina aumenta intentando suplir la baja
disponibilidad del NO que genera alteraciones funcionales a nivel vascular
y del tejido adiposo (74; 204).

Por otra parte, se ha demostrado que la L-arginina, sustrato de la L-
citrulina, presenta un indice de biodisponibilidad modificada en pacientes
con DM2 y SM (205) asociado con disfuncion endotelial y progresion de
enfermedades cardiovasculares indicando una reducida capacidad de
sintesis de NO, aumento de las concentraciones de L- citrulina y
presencia de estrés oxidativo. En modelos experimentales desarrollado por
otros investigadores, se demostré aumento de los niveles plasmaticos de
L-citrulina cuando los ratones presentaban un estado de obesidad
asociada con hiperglucemia y desarrollo de EHNA (206) tal como se
objetivo en nuestro modelo experimental.

Un mecanismo importante en la disfuncion endotelial presente en la
aterosclerosis y en SM esta dado por la produccion endotelial de especies
reactivas del oxigeno, probablemente multiples procesos estarian
asociados a estas condiciones pro-inflamatorias y de estrés oxidativo
generadas por el estado de IR, hipoadiponectinemia e hiperfibrinogenemia.
La enzima oxido nitrico sintasa endotelial (eNOS) puede generar Oz en
lugar de NO 6 Oz y NO al mismo tiempo, (207) sin embargo, el 6xido
nitrico no alcanza sus blancos biologicos al reaccionar con el Oz cuyas
concentraciones se encuentran elevadas frente a una situacion de estrés
oxidativo. Esta reaccion del NO con el Oz- se caracteriza por ser seis veces
mas rapida que la union del anion superoxido con la enzima superoxido
dismutasa (SOD) y conduce a una menor biodisponibilidad de NO, que se

desvia hacia la formacion de peroxinitritos, potente oxidante biologico,
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incrementando aun mas la condicion de estrés oxidativo (208; 209; 210)
debido a la eficiencia de la reaccion del superdoxido con el NO la
concentracion local de la SOD es un determinante clave de la bioactividad
del NO.

Al analizar los valores de SOD en los modelos experimentales hubo
incremento de la actividad SOD, seria una respuesta adaptativa,
caracteristica de los sistemas biologicos, tendiente a compensar el estrés
oxidativo, lo que puede interpretarse como una situacion de aumento del
entorno redox, probablemente las senales inflamatorias desencadenadas
por los biomarcadores proinflamatorios presentes en ambos modelos
experimentales activen al endotelio utilizando el radical superéoxido para
generar la reaccion en cadena de radicales libres que inician la
peroxidacion lipidica, caracteristica comun del estrés oxidativo causando
pérdida de la estructura y la funcion celular como se observa en los
grupos estudiados (211).

El organismo humano posee un importante sistema defensivo
oxidante, de prevencion en la generacion, intercepcion una vez formados y
reparacion del deterioro oxidativo o eliminacion de las moléculas danadas.
Los antioxidantes enzimaticos endogenos se caracterizan por utilizar iones
metalicos (Fe, Zn, Cu, Mn y Se) como elementos cataliticos
especificamente SOD, la cual cataliza una reaccion de dismutacion que
consiste en la oxidacion de un radical superoxido a oxigeno molecular y la
reduccion de otro radical superoxido a peroxido de hidrogeno, el cual
puede producirse espontaneamente bajo condiciones especificas, en cuyo
caso se trata de una reaccion de segundo orden dependiente de la
concentracion de radical o ser acelerada 10000 por la accion de SOD
siendo esta ultima una reacciéon de primer orden, lo cual demuestra que
superoxido es independiente de su concentracion (212).

El aumento de la actividad de la enzima SOD observada en los
resultados asociada a las modificaciones de glucemia en ayunas,
dislipidemia por disminucion de HDL e hipertrigliceridemia, IR,

hipoadiponectinemia, aumento de los componentes inflamatorios y
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oxidativos, todos indicadores de estrés oxidativo presentes en ambos
modelos experimentales tanto en forma individual como combinada,
reflejaria la importancia de SOD como mecanismo antioxidante endégeno
que intenta compensar el aumento de radicales libres; sin embargo a
veces es insuficiente ya sea por baja productividad o por superar la tasa
de produccion de esta enzima, lo cual permitiria que en ambos modelos
las alteraciones progresen (213).

Simultaneamente con los parametros bioquimicos analizados, los
estudios anatomopatologicos por MO en aorta toracica demostraron que
tanto SM como la persistencia de HF generaron denudacion endotelial,
engrosamiento de la intima, aumento en la matriz extracelular, cambios
mixoides subendoteliales y protrusion de la pared vascular hacia la luz de
la aorta, cambios que objetivan la repercusion a nivel vascular de ambas
patologias y cuya expresion funcional seria la disfuncion endotelial.

Varios estudios clinicos reconocen al SM como responsable de
disfuncion endotelial desencadenado por la resistencia a la insulina y al
hiperinsulinismo, pero también es la primera lesion en la enfermedad
aterogénica. En pacientes con SM se ha observado asociacion entre un
aumento del grosor de intima-media de carotida, siendo también esta
imagen marcador de ateroesclerosis subclinica (214). La aterosclerosis
subclinica conduciria a un aumento del riesgo de eventos
cardiovasculares, especialmente si se asocia con SM y factores de riesgo
emergentes como HF (215; 216).

Las lesiones histopatologicas de higado en ratas con SM inducido y
HF experimental presentaron lesiones caracteristicas de EHNA que
representa el componente hepatico del SM, que demuestra la presencia de
estrés oxidativo, lipoperoxidacion y produccion de adipocitocinas
proinflamatorias ligadas al dano del hepatocito. Esta patologia que
comienza con la acumulacion excesiva de grasa llamada esteatosis, tiene
vinculacion con enfermedades altamente prevalentes como diabetes
mellitus tipo 2, IR, obesidad central, hiperlipidemia por bajos niveles de

lipoproteina de alta densidad (HDL)/colesterol, hipertrigliceridemia e
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hipertension, se tornara un problema hepatico cada vez mas comun, tanto
en los paises ricos como en los pobres, aumentando la carga mundial de
las hepatopatias y afectando la salud publica y los costos de la atencion
sanitaria a nivel mundial (217). Se estima que EHNA ha de aumentar un
26% los costos médicos directos e indirectos en un quinquenio y
aumentara el riesgo de cirrosis, falla hepatica y carcinoma hepatocelular.

Debido a su intima vinculacion a IR, obesidad y SM, se entiende la
importancia de estudiar la implicancia del fenéomeno inflamatorio y el
estrés oxidativo asociados, para establecer los probables mecanismos
fisiopatogénicos con el objetivo de generar estrategias que prevengan la
incidencia y prevalencia de esta patologia. Para esto es necesario
identificar los determinantes de la enfermedad para asi implementar
medidas preventivas para control y seguimiento como asi también
estudiar estrategias terapéuticas que se puedan implementar para
disminuir la incidencia (218).

Los resultados plasmaticos obtenidos de los indicadores de SM y
aterogénesis inducida por hiperfibrinogenemia y las lesiones
histopatologicas en los grupos estudiados, demuestran una via final
comun que es el estrés oxidativo y la disfuncion endotelial. Estos procesos
tienen estrecha relacion con alteraciones morfologicas y funcionales de las
mitocondrias en las células musculares lisas de la pared vascular,
expresando un importante papel tanto en el inicio como en el progreso de
estas patologias multisindromicas (219; 220). Numerosas investigaciones
aportaron evidencias que sugieren que la disfuncion mitocondrial es una
de las causas principales de IR y de enfermedades cardiometabdlicas
relacionadas (221).

A medida que la hiperfibrinogenemia persistio los resultados del
analisis morfologico mostraron aumento del tamano mitocondrial con
dilatacion del espacio intermembranoso y desorganizacion de las crestas
mitocondriales con granulos electrodensos, posiblemente debidos a la
entrada del ion Ca* quien genera depositos de sales insolubles. Ademas,

se observo disminucion de la estructura de las crestas mitocondriales y
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condensacion de la matriz, condicion denominada tumefaccion
mitocondrial y bajo esta condicion los granulos de la matriz desaparecen
conservando una apariencia aclarada. Asi mismo, hubo aumento del agua
en la matriz de dicha organela como consecuencia de la alteracion en la
integridad de la membrana celular, probablemente debido a la apertura
transitoria de los poros de transicion, que se abririan durante la isquemia,
causando la despolarizacion del potencial de membrana mitocondrial y
afectando la homeostasis ionica tanto de la célula como de la mitocondria,
al conducir a la tumefaccion de la matriz y la posterior ruptura de la
membrana mitocondrial externa. Este ultimo evento lleva a la liberacion
de mediadores moleculares pro-apoptoticos, como el citocromo C (138;
222). Por otra parte, se observo que seguida a la tumefaccion turbia se
produjo una desaparicion de las crestas mitocondriales denominada
cristolisis. También se observé una correlacion entre el tiempo de
persistencia de la hiperfibrinogenemia y el grado de alteracion que éstas
presentaron, cuanto mayor fue el tiempo de exposicion a la HF, la
alteracion morfologica mitocondrial aumenté considerablemente. Ademas,
se observaron alteraciones en la forma e irregularidades en el numero de
mitocondrias en los lotes con HF; lesiones similares presentaron los
animales con SM y SM + HF que también presentaron alteraciones en la
morfologia de la organela e irregularidades en su numero. La capacidad
oxidativa mitocondrial en el SM esta totalmente correlacionada con el
numero y tamano de las mismas (223), estas modificaciones se deberian a
la accion de los AGL y a las enzimas que generan o catabolizan la
regulacion de la morfologia, por eso la importancia de controlar el perfil
lipidico plasmatico como asi también la sintesis de aditoponectina, que al
estar disminuida en el SM experimental, condiciona la aparicion de
productos proinflamatorios y prooxidativos que incrementan la
peroxidacion de HDL, generando repercusiones en el desarrollo de las
alteraciones metabolicas y en aterogénesis subclinica (224).

Otra causa probable de estas modificaciones morfologicas se deberia

a que esta organela constituye una red compleja, interconectada y
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altamente dinamica, mantenida por eventos permanentes, opuestos y
balanceados de fusion y fision mitocondrial (225; 226).

Tanto el numero de tubulos como sus conexiones, asi como la
distribucion subcelular del organelo, son controlados activamente. De esta
forma se ha acunado el término «dinamica mitocondrial» para englobar, al
menos, tres procesos distintos: a) el remodelado del reticulo mitocondrial
mediante procesos de fusion/fision, el cual se encuentra estrechamente
vinculado al estado metabdlico celular y es controlado por la actividad de
un grupo de proteinas hidrolasas de trifosfato de guanosina (GTPasas)
relacionadas con la familia de las dinaminas, b) la motilidad mitocondrial
subcelular, particularmente relevante en células polarizadas y que
corresponde al desplazamiento de las mitocondrias dependiente de los
motores kinesina 1 y 3 y de los adaptadores Milton y Miro (227), lo que
asegura el suministro local de ATP en procesos biologicos con elevados
requerimientos energéticos y el uso de estos organelos como tampones de
calcio (228) y c¢) el remodelado de la ultraestructura mitocondrial y la
condensacion de su matriz, procesos considerados clasicamente como un
reflejo del estado metabdlico mitocondrial. La interrelacion entre los
distintos estados funcionales de la mitocondria y su ultraestructura es el
remodelado de las crestas mitocondriales como lo observado en los
resultados (229).

Por otra parte, las proteinas mitocondriales estan codificadas por
genes mitocondriales y nucleares, por lo tanto las mutaciones en el ADN
mitocondrial y la transcripcion alterada de genes nucleares que codifican
proteinas mitocondriales daran lugar a la disfuncion mitocondrial
presente tanto en SM como en aterogénesis inducida por HF y se ha
demostrado que el dano del ADN mitocondrial en las células de la pared
de los vasos conlleva un mayor riesgo de aterogénesis (230). Dado que las
mitocondrias estan organizadas formando intricadas redes
mitocondriales, y estas redes trabajan como unidades eléctricas para
transmitir el potencial de membrana mitocondrial, se requiere una

funcion mitocondrial normal para la correcta homeostasis de substratos
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oxidativos, ya que una disfuncion mitocondrial puede conducir a
enfermedades metabolicas o contribuir a la fisiopatologia de la obesidad;
conjuntamente con las alteraciones morfolégicas mitocondriales
descriptas se observaron modificaciones en la funcionalidad de estas
organelas.

Cuando se analizaron las mediciones de la actividad de la cadena
de electrones, se evidencié una progresiva disminucion de la actividad de
Citrato Sintasa, lo cual indicaria una depreciacion del ciclo de Krebs. Esto
repercute disminuyendo la actividad de la cadena respiratoria
mitocondrial reflejada en la deplecion de la actividad de las enzimas
NADH Deshidrogenasa (CI), Succinato ubiquinona reductasa (CII),
Citocromo C reductasa (CIII) y Citocromo C Oxidasa (CIV). Debemos
destacar que este deterioro de la funciéon mitocondrial es progresivo y
acentuado, manifestando por via del estrés oxidativo que los indicadores
proinflamatorios y proxidativos en ambos modelos experimentales
repercuten en la morfofuncionalidad mitocondrial. Los procesos
patologicos como la inflamacion, la hipoxia/isquemia y el estrés oxidativo
ejercen efectos nocivos sobre la estructura y funcion de las mitocondrias;
como resultado, sobreviene una disminucion del potencial de fosforilacion
que conlleva directamente a la depresion de la energia celular, debido a
que el ATP producido durante el normal funcionamiento mitocondrial es
la principal fuente de energia celular y en consecuencia se produce
disminucion de la capacidad de la célula para realizar el control de la
homeostasis. Si la depresion de energia celular progresa conduce a la
muerte celular, que esta intimamente vinculada al estado funcional
mitocondrial y la asociacion de estos factores produciria la acentuacion de
las lesiones mitocondriales en las capas vasculares con la reduccion del
numero medio y total de mitocondrias con aumento del area debido a la
tumefaccion con el maximo grado de lesion, tal como se observo en los
resultados (231; 232; 233).

Ademas, la alteracion de transporte de electrones conduce a la

generacion aumentada de ROS, que dana macromoléculas biologicas
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como ADN y produce peroxidacion lipidica. Como ya se menciono, la
capacidad de las mitocondrias esta determinada por el nivel de expresion
de las subunidades de la fosforilacion oxidativa (223), una disminucion en
la misma, se relaciona con expresion reducida de proteinas mitocondriales
codificadas tanto por el genoma nuclear: succinato deshidrogenasa y
piruvato deshidrogenasa, como mitocondrial: citocromo c¢ y oxidasa
subunidad II. Las lesiones mitocondriales son reversibles en periodos
cortos de tiempo e irreversibles cuando los estimulos nocivos persisten, ya
que el estrés oxidativo en la mitocondria a través de la formacion de
peroxinitritos (ONOO-), inhibe muchas proteinas mitocondriales
incluyendo las subunidades de los complejos I y II de la cadena
respiratoria, lo cual se traduce en la deplecion de la fosforilacion oxidativa
tal como se observo en nuestros resultados (234; 233).

Esta  produccion  incrementada  de ROS alteraria la
morfofuncionalidad mitocondrial y se conoce que los principales sitios de
produccion de superdxido mitocondrial derivan principalmente de los
complejos I y III. Sin embargo en algunas situaciones patologicas como
hipoxia, el complejo II también seria un productor de ROS mitocondrial
fisiologicamente relevante (235). En ausencia de ADP, los electrones
derivados de succinato (sustrato FADH2-vinculados al complejo II) pueden
fluir en sentido inverso aumentando la produccion de O2 por el complejo ;
por esta razon, el complejo I es considerado el sitio principal fisiolégica y
patologicamente generador de ROS en mitocondria (236; 237). Hay dos
sitios principales de fuga de electrones en la cadena de transferencia de
electrones el Complejo I y III (238), siendo el complejo I el mas vulnerable.

En el modelo experimental de SM, la actividad de citrato sintasa y
complejo I disminuida se deberia al aumento de oxidacion y reduccion de
almacenamiento de glucosa conjuntamente a la actividad reducida del
ciclo de los acidos tricarboxilicos, la oxidacion  y la disminucion de la
cadena de transferencia de electrones (239), como se ha descripto en
obesidad y DM2 (239). En otros modelos experimentales de obesidad e IR,

se encontro reduccion en la expresion de eNOS, en ADNmt y en proteinas
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respiratorias como la Citocromo C Oxidasa, complejo IV de la CRM y
Citocromo c, asi como en el consumo de oxigeno y produccion de ATP
junto con cambios en la morfologia mitocondrial. Similar comportamiento
se observo en el Complejo IV, debido a las modificaciones en la
biodisponibilidad del NO, molécula que modula el consumo de O?2
mitocondrial mediante la inhibicion mitocondrial del complejo IV, el cual
regula la biogénesis mitocondrial (241; 242).

Por otra parte, la menor biodisponibilidad de NO implicaria
disminucion de eNOS y reduccion de Citocromo C Oxidasa junto a
alteraciones morfolégicas en mitocondrias de musculo liso vascular, al
inducir experimentalmente SM e HF+ SM. La disfuncion mitocondrial se
caracteriza por inhibiciéon del consumo de O2 mitocondrial, cambios en el
potencial de membrana mitocondrial (AWm) y reduccion en los niveles de
ATP debido a un desequilibrio entre la ingesta y el gasto de energia (243).
Los cambios en AWm se deberian tanto a una actividad reducida en los
complejos de la cadena de transporte de electrones (ETC) y por lo tanto un
reducido bombeo de protones o al aumento de desacoplamiento producido
por la actividad de las proteinas desacoplantes (UCPs) o del translocador
ATP /ADP, también llamado translocasa de nucleotidos de adenina, ANT.
Ademas, es necesario tener en cuenta que el exceso de oferta de
nutrientes, en particular de AGL, puede inducir el desacoplamiento de la
fosforilacion oxidativa (244). Otras investigaciones han demostrado que la
alimentacion de animales con una dieta rica en grasas durante varias
semanas es suficiente para reducir la tasa mitocondrial de sintesis de ATP
y producir downregulation de genes que codifican proteinas implicadas en
la biogénesis mitocondrial y fosforilacion oxidativa en el musculo
esquelético humano (245). La obesidad, DM2 e insulinoresistencia
producirian una elevacion cronica de AGL circulantes que pueden llegar a
ser citotoxicos, el aumento de fuga de electrones y del desacoplamiento en
la mitocondria es un problema grave en estas condiciones ya que los
acidos grasos causarian estrés oxidativo y alteraciones en la estructura y

en la funcion mitocondrial. Es decir, la interaccion de los AG con los
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carriers de membrana puede conducir a la despolarizacion de la
membrana mitocondrial que resulta en la apertura del poro de transicion
de permeabilidad (PTP) y la iniciacion de apoptosis, debido a que la
principal funcion de la mitocondria es la oxidacion de metabolitos (ciclo de
Krebs, beta-oxidacion de acidos grasos) y la obtencion de ATP mediante la
fosforilacion oxidativa, que es dependiente del transporte de electrones
(246). La cadena respiratoria mitocondrial se encuentra en la membrana
interna, consta de cinco complejos de proteina multimérica, cuyos
sustratos requeridos, NADH y FADH2, para produccion de energia son
generados por la via del acido tricarboxilico, donando electrones a los
complejos I (oxidacion del NADH) y II (oxidacion del FADH2) de la cadena
respiratoria mitocondrial. Cuando se ubican en esa posicion, los
electrones fluyen al complejo IV, los protones son bombeados de los
complejos I y IV y traslocados del complejo III al espacio intermembrana
para crear un gradiente de protones. El complejo V, mediante este
gradiente, fosforila ADP a ATP por la ATP sintasa. El oxigeno representa el
ualtimo aceptor de electrones en la CRM, aceptando 4 electrones al
complejo IV para ser reducidos a agua. Por eso la mitocondria desempena
una participacion central en situacion de estrés oxidativo y la disminucion
de los Complejos I, II y IV reflejarian la disfunciéon presente en ambos
modelos experimentales (247; 219). El comportamiento del complejo III y
la baja eficacia del resto de las enzimas de la cadena respiratoria, podrian
deberse a que todas las subunidades del complejo II estan codificados por
genes nucleares, presentando una mayor resistencia a los dafos
oxidativos, mientras que las subunidades de los restantes complejos estan
codificados tanto por ADN nuclear como ADN mitocondrial, este ultimo al
carecer de histonas y muchos de los mecanismos de reparacion que tiene
el ADN nuclear y por estar situado cerca de la fuente generadora de ROS
(membrana mitocondrial interna), es mas vulnerable a los danos causados
por las ROS (248;249; 250).

La evidencia demuestra que el dano oxidativo a las proteinas

mitocondriales conduce a la disfuncion progresiva y que el deterioro de la
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funcion mitocondrial es un mecanismo unificador de varios factores de
riesgo como el SM y la aterogénesis.

Cuando se analizaron los pacientes con SM estudiados,
considerando que la edad es el factor de riesgo con mayor valor predictivo
y no modificable, observamos que la distribucion de las edades en
nuestros resultados presentaron valores que oscilaron entre los 35 y 60
anos, observando que aun siendo adultos jovenes (limite inferior del
rango) expresaron factores de riesgo tanto tradicionales como emergentes,
con actividad laboral y expectativa de vida de unos 40 anos promedio, lo
cual sugiere incrementar las medidas de prevencion tanto primarias como
secundarias para mantener la calidad de vida y reducir la
morbimortalidad asociada a esta patologia (251). E1 SM implica un riesgo
mayor de enfermedad cardiovascular en edades temprana, la suma de los
factores que lo componen supera el equivalente a la simple adicion de los
inherentes a cada wuno de ellos considerados individualmente,
incrementando el riesgo de forma geométrica y no linealmente. En
segundo lugar, los scores habituales para el calculo del riesgo
cardiovascular no incluyen diversos factores metabédlicos que manifiestan
un riesgo independiente de complicaciones vasculares, tales como el
estado protromboético, situacion inflamatoria e hipertrigliceridemia,
superando al correspondiente a los factores de riesgo convencionales. En
tercer lugar, se deberia a otros indicadores llamados emergentes, que
quizas no estén incorporados en las determinaciones habituales y como el
SM con frecuencia progresa y culmina en el desarrollo de DM2, esta
potencialidad se anade a los ya citados (252). En cuanto a la participacion
por género, se observo que ambos sexos manifestaron la enfermedad ya
que desde 1998, la Organizacion Mundial de la Salud considera a la
obesidad una epidemia global que constituye un importante problema de
salud publica, independientemente del sexo. Los estudios epidemiologicos
sugieren que las causas principales se relacionan con los cambios
ambientales y del estilo de vida ocurridos en las ultimas décadas.

Ademas, 30 a 60% de la poblacion no logra siquiera realizar el minimo de
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actividad fisica recomendado (253). En la actualidad, los patrones de
comportamiento se han modificado repercutiendo en un estilo de vida no
saludable donde las conductas de riesgo como tabaquismo, consumo de
alcohol, exceso de peso, sedentarismo, dieta pobre en granos y frutas y
verduras son responsables de la gran carga mundial de morbilidad de
enfermedades cronica degenerativas o sus complicaciones. En el 2010, la
muerte y la carga de enfermedad atribuible a factores de riesgo
conductuales y dietéticos, se superpuso con algunos otros agentes como
el Indice de Masa Corporal (IMC) alto que es un indicador de obesidad y
niveles de colesterol y glucosa elevados, asociandose los factores de riesgo
a estilos de vida poco saludables (254).

En nuestros resultados la distribucion de las edades presentaron
valores similares a los publicados en la literatura, mostrando que la
prevalencia de SM aument6 de forma paralela con la edad y que la mayor
incidencia de SM fue en los subgrupos entre 41-70 anos, en cuanto a la
participacion por género, se observdé predominancia en las mujeres, datos
que coinciden con algunos estudios (255), aunque esta diferencia no ha
sido objetivada en otros trabajos donde no se observaron diferencias en
cuanto a la distribucion por sexo del SM.

Cuando se valoraron en los pacientes los diferentes componentes
del SM como circunferencia abdominal (CA), HTA, hipertrigliceridemia,
HDL, glucemia en ayunas con o sin expresion clinica de DM2, se observo
que los valores de CA tuvieron similar comportamiento en todos los
grupos etarios, dado que todos padecian obesidad central. La obesidad es
factor de riesgo de aterosclerosis por multiples mecanismos y la
resistencia a la insulina, su vinculo comun con el sindrome metabélico,
generando hiperglucemia, hiperinsulinemia, HDL disminuida e
hipertrigliceridemia como las mediciones observadas en nuestros
resultados en los diferentes grupos estudiados.

La hipertension arterial, el segundo componente mas frecuente en
nuestros resultados (65,5%), es una de las variables mas relevantes del

SM, segun algunos autores, la HTA esta presente en un mayor porcentaje
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de pacientes con SM, por otra parte, la HTA es mas frecuente en pacientes
con obesidad abdominal (256; 257). Las interrelaciones existentes entre
hipertension arterial y el sindrome metabodlico obedecen a nexos
fisiopatologicos comunes como resistencia insulinica, inflamacion o
disfuncion endotelial; la mayoria de los estudios coinciden en que los
sujetos que presentan HTA tienen mas frecuentemente alteraciones del
metabolismo hidrocarbonado o dislipemia (258).

Estudios clasicos pusieron de manifiesto que los pacientes
hipertensos mostraban mas frecuentemente curvas de sobrecarga de
glucosa anormal e hiperinsulinemia, resultados similares encontrados en
este estudio. Reaven que propuso la primera definicion de SM, defiende
que la HTA es una manifestacion mas de la resistencia insulinica en base
a tres observaciones: la primera, que las alteraciones metabodlicas no
aparecen en las formas de HTA secundarias; la segunda, que tales
alteraciones no mejoran cuando se controlan las cifras de presion arterial,
y por ultimo, pueden empeorar con algunos tratamientos
antihipertensivos (259; 182).

En nuestros resultados el 55.5% de los pacientes con SM tenian
glucemia en ayunas >100 mg/dl o DM2 previamente diagnosticada y
todos los grupos independientemente de la estratificacion por edad,
presentaron IR objetivada a través del hiperinsulinismo y el valor de
HOMA, condicion sine qua non para el desarrollo de DM2.

La DM2 se caracteriza fisiopatologicamente, por la IR y el deterioro de la
funcion de células beta pancreaticas. Es probable que la IR preceda al
inicio de la enfermedad en varios anos y aunque no todos los sujetos con
IR desarrollen diabetes, se sabe que la RI es el factor predictivo mas
seguro para el desarrollo de DM2 y que estos pacientes y sus familiares de
primer grado no diabéticos expresarian IR. Recientemente se ha
reconocido que SM es un buen método para identificar a sujetos con alto
riesgo para DM2 y enfermedad cardiovascular; la presencia de SM en
pacientes con DM2 multiplica por cinco el riesgo cardiovascular y

coronario. Por ello y por la alta prevalencia de DM2 asociada con este
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sindrome y debido al incremento de enfermedad coronaria asociada a la
fase de prediabetes, es preciso realizar su diagnoéstico precoz aun en
ausencia de DM. Es recomendable que el 50% de los pacientes estudiados
que padecian SM pero no DM2, dado que ya presentaban
hiperinsulinismo e incremento de HOMA, deben ser controlados en el
tiempo para evitar el desarrollo de la misma (260; 261).

La relacion entre SM y tabaquismo en estos pacientes, si bien no fue
significativa, hay que tener presente que el consumo de tabaco en las
personas con DM2 y SM aumenta las consecuencias negativas para la
salud en forma exponencial, como asi también las tasas de mortalidad
(262). Si bien algunos autores describen que el tabaquismo disminuye la
sensibilidad a la insulina, induce IR e incrementa la sensibilidad a otros
factores de riesgos relacionados como hipertrigliceridemia, disminucion de
HDL-colesterol e hiperglucemia, como se observo en nuestros resultados,
en este caso no habria una relacion causal directa entre tabaquismo y SM
(263).

La dislipidemia, se demostr6 en el 33% de los pacientes por
incremento de triglicéridos y en el 60% por disminucion del colesterol
HDL. En los adultos la hiperinsulinemia se asocia con un perfil de riesgo
aterogénico que incluye niveles bajos de HDL- colesterol, niveles elevados
de triglicéridos y presion arterial elevada, tal como observamos en
nuestros resultados (264; 265). La IR induce a una dislipidemia
aterogénica de varias maneras; en primer lugar, normalmente la insulina
suprime la lipodlisis en los adipocitos, asi cuando se deteriora la
senalizacion de insulina aumenta la lipdlisis, resultando en aumento de
los niveles de AGL, los cuales a nivel hepatico sirven como sustrato para
la sintesis de estos triglicéridos aumentados. En segundo lugar, la
insulina normalmente degrada apo-B a través de las vias de PI3K
dependiente, asi la IR aumenta directamente la produccion de VLDL. En
tercer lugar, la insulina regula la actividad de la lipoproteina lipasa,
mediador principal y limitador de la tasa de depuramiento de VLDL. Por lo

tanto, la hipertrigliceridemia en el SM es el resultado de un aumento en la
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produccion de VLDL y una disminucion de su clearance. Ademas, el HDL,
TG-enriquecido es un mejor sustrato para lipasa hepatica, eliminandose
rapidamente de la circulacion, dejando menos particulas de HDL para el
transporte de colesterol inverso en la pared endotelial. En su mayor parte,
se cree que la dislipidemia asociada con IR es una consecuencia directa
de la secrecion de VLDL aumentada por el higado (266). Estas anomalias
estan estrechamente asociadas con un aumento del estrés oxidativo y una
disfuncion endotelial, reforzando asi la naturaleza proinflamatoria del SM
(267).

Los biomarcadores proinflamatorios y antioxidativos estudiados en
los pacientes entre los 25-40 anos, mostraron que los niveles
incrementados de fibrinégeno se correlacionaron positivamente con la
circunferencia abdominal y con otros componentes del SM, como la HTA,
TG, colesterol HDL bajo, historia de DM2 e HTA. La HF se comport6 en
forma independiente a otros factores de riesgo tales como DM2 y
tabaquismo, ya que soOlo un paciente de este grupo de SM tenia
diagnostico previo de DM2 y 4 eran fumadores. Las citocinas
proinflamatorias del tipo interleucina-6, TNF-a, leptina y una probable
dismuncion de adiponectina, mediarian estas asociaciones a través de
respuestas inflamatorias de bajo grado presentes en el SM (267). Por otra
parte, existen varios mecanismos por los cuales la enfermedad puede
inducir inflamaciéon, durante la hiperglucemia, la concentracion de
productos avanzados de glucosilacion aumenta y se ha observado que
estos productos activan macrofagos, aumentan el estrés oxidativo e
incrementan la sintesis de interleuquina IL-1, IL-6, factor de necrosis
tumoral alfa y fibrinégeno modificando el balance homeostatico endotelial
(268). La funcion endotelial se encuentra alterada en el obeso,
presentando una reactividad endotelial anormal, debida a wuna
disminucion en la liberacion y accion del 6xido nitrico, tal como muestran
nuestros resultados donde la disminucion del NO y la hiperfibrinogenemia

potenciarian el riesgo cardiovascular en los pacientes con SM (269; 270).
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Esta biodisponibilidad disminuida de NO ratificaria la participacion de
biomolécula en éste sindrome y que su determinacion podria representar
el componente inflamatorio presente desde el inicio de esta patologia. Los
efectos vasodilatadores de la insulina estan mediados por la liberacion de
NO y su disminucion podria inducir IR e inhibir la captacion de glucosa
mediada por la vasodilatacion inducida por insulina en el musculo
esquelético. La disfuncion endotelial caracterizada por la produccion
reducida de NO y la liberacion exagerada de endotelina, es una
caracteristica clave del SM demostrada en nuestros resultados (271).

El estrés oxidativo demostrado en los resultados contribuye al
deterioro de la funcion vascular, inflamacion, trombosis y aterogénesis,
otros estudios han evidenciado en los pacientes con enfermedad arterial
coronaria que la actividad SOD puede aumentar para proteger contra la
peroxidacion lipidica y el estrés oxidativo (272). Ademas, se verifico en
hombres obesos jovenes y en adultos mayores incremento de la actividad
SOD (273), similar comportamiento de SOD se constato en los pacientes
con SM.

Por otra parte, se conoce que los depositos de LDL oxidada se
correlacionan negativamente con la expresion de SOD e inhiben su
expresion en los macrofagos in vitro.

Se ha demostrado que la expresion de SOD esta regulada positivamente
por ROS lo que indica que el aumento en los niveles de H2O2 en los
sujetos con cuatro o cinco componentes del SM podrian explicar el mayor
aumento en las actividades de SOD en estos grupos de sujetos; la
actividad de SOD fue menor en los sujetos con dos componentes del
sindrome metabdlico en comparacion con sujetos que presentaban tres,
cuatro y cinco de los componentes del SM (110). Todos nuestros pacientes
presentaban tres 6 mas componentes del SM, lo que explicaria el aumento
de la actividad de SOD obtenido en nuestros resultados. Los sujetos con
SM se encuentran bajo una situacion de mayor estrés oxidativo; la
obesidad que tipicamente presentan es también una carga oxidativa. La

SOD modificaria su concentracion para ajustarse a niveles mas altos de
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ROS por lo que la determinacion de la actividad de SOD podria ser uno de
los biomarcadores mas relevantes del estado inflamatorio presente en los
pacientes con SM y su medicion serviria como herramienta predictiva
para determinar el grado de estrés oxidativo subyacente en esta
enfermedad (274).

La misma variacion de los biomarcadores se observo en el grupo
entre 41-55 anos donde FP, NO y SOD modificaron sus concentraciones,
por otra parte en este rango etario fue mayor el numero de pacientes con
HTA y DM2, probablemente por este motivo la disminucion de NO fue mas
acentuada que en el grupo entre 25-40 anos.

El mismo comportamiento se observo en el grupo entre 56-70 anos
donde los tres biomarcadores modificaron sus concentraciones con
valores semejantes al subgrupo 41-55 anos. Los resultados obtenidos en
los pacientes estudiados permiten aseverar que SM es un estado de
inflamacion cronica de bajo grado, como consecuencia de la compleja
interaccion entre factores genéticos y ambientales, con parametros
bioquimicos alterados reflejados por resistencia a la insulina,
hipertrigliceridemia, HDL disminuido (dislipidemia aterogénica) asociado a
signos clinicos como obesidad central y presion arterial elevada que
impacta sobre el balance homeostatico endotelial, generando estrés
oxidativo y activacion de los antioxidantes endogenos como SOD.

Teniendo en cuenta que estos biomarcadores ayudarian a valorar la
evolucion y progreso de la enfermedad y estos pacientes estudiados tienen
la potencialidad de desarrollar complicaciones cardiovasculares, los
mismos deben continuar los controles clinicos para evitar eventos

cardiovasculares agudos.

111



CONCLUSIONES

e La IR evidenciada por hiperinsulinismo, HOMA modificado,
niveles disminuidos de HDL e hipertrigliceridemia se asocia con
propiedades proinflamatorias y disfuncion endotelial demostrada
en el modelo experimental de SM.

e La adiponectina por sus propiedades antiinflamatorias y
antiaterogénicas regularia la sensibilidad a la insulina y la
homeostasis de glucosa evitando la acumulacion de acidos grasos
en varios oOrganos. Sus concentraciones se correlacionaron
negativamente con la grasa corporal, niveles de triglicéridos y
positivamente con el HDL. La cuantificacion de esta proteina
podria ser un nuevo biomarcador biolégico para SM y
aterogénesis.

e La EHNA representa el componente hepatico del SM: el estrés
oxidativo asociado a HF, disminucion de biodisponibilidad de NO
y aumento de actividad de SOD, asociados a lipoperoxidacion y
produccion anormal de adiponectina, serian los responsables de
los cambios hepaticos observados.

e El incremento del fibrindgeno plasmatico, la biodisponibilidad
disminuida del NO y el aumento de concentracion de L-citrulina y
SOD en los grupos con SM y aterogénesis inducida, junto con los
hallazgos anatomopatologicos demostrarian estrés oxidativo y
justificarian la utilidad de estos biomarcadores en estadios
tempranos de SM y aterogénesis.

e La HF inducida genero en las paredes de aorta toracica lesiones
del tipo denudacion endotelial, reflejando ademas de la disfuncion
endotelial, la actividad inflamatoria focal a nivel de la pared
vascular.

e El estrés oxidativo desencadena alteraciones morfologicas y
funcionales de mitocondrias de células musculares lisas de la
pared vascular, expresando un papel primordial tanto en el inicio

como en el progreso del SM y de enfermedad vascular aterogénica.
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El deterioro de la funcion mitocondrial progresivo y acentuado
demostrado por la disminucion de los Complejos I, II y IV
reflejarian la disfuncion presente en ambos modelos
experimentales, evidenciando que el estrés oxidativo seria el
mecanismo unificador en ambos modelos experimentales.

En el modelo clinico, en todos los rangos etarios estudiados el
fibrinogeno plasmatico modificoé sus concentraciones en forma
independiente de otros factores de riesgo ya establecidos como
HTA, DM2 y tabaquismo.

Queda demostrada la hipotesis de una etiologia inflamatoria,
tanto para el SM como para la aterosclerosis. La reduccion de
NO, un regulador clave de la homeostasis del endotelio y el
aumento de especies reactivas de oxigeno resultan en la
disfuncion endotelial y en un lecho vascular proaterogénico.

La determinacion de los biomarcadores inflamatorios deberia
tenerse en cuenta al evaluar el riesgo cardiovascular que
presentan los pacientes con SM, ya que este no puede ser
explicado s6lo por los factores de riesgo tradicionales tal como se
demostro en nuestro trabajo.

Se ha verificado en los pacientes con SM, independientemente de
los componentes diagnosticos que presenten, incremento del
estrés oxidativo con modificaciones de biomarcadores
proinflamatorios, prooxidativos y antioxidantes que reflejan el
aumento de la carga aterogénica total.

La identificacion precoz de biomarcadores en los pacientes con
SM posibilitaria la intervencion en fases preclinicas y reversibles,

previniendo o retardando el desarrollo de DM2 y de aterogénesis.
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Taran M; Baez M; Scribano M; Balceda A; Binci M;Moya M. Resumen
publicado en: Medicina 73(3): 203; 2013.

- Efectos de la vitamina E sobre los niveles de 6xido nitrico en migrana
experimental Balceda Ariel, Baez Maria, Blencio Sergio, Buonanotte
Federico, Buonanotte Carla, Scribano-Parada Maria, Taran Mariana,
Saadi Nabil, Corrales Henry y Moya Monica. Resumen publicado en:
Neurologia Argentina, suplemento 2013.

Trabajos Cientificos presentados en Congresos, Jornadas u otros
eventos cientificos

-Actividad antioxidante de la vitamina E en aterogénesis inducida por
hiperfibrinogenemia. Llorens Candelaria, Baez Maria del Carmen, Taran
Mariana, Campana Vilma, Palma José A, Pons Patricia, Moya Monica.
92 Jor de Invest Cient FCM. UNC. Dic. 2008

- Analisis de lesiones vasculares aterogénicas inducidas por
hiperfibrinogenemia. Baez M de C, Taran M, Llorens C, Balceda A,

Campana V, Fonseca I, Pons P, Moya M. XXIX Jornadas Cientificas y



Culturales de Patélogos y Citopatélogos de la Provincia de Cordoba. 17
al 18 Agosto 2009

- Evaluacion del efecto antioxidante de la vitamina e en aterogénesis
inducida por hiperfibrinogenemia M D C Baez, C Llorens, M Taran, V
Campana, J A Palma, P Pons, M Moya. Jornadas Cientificas UNLaR
2009- La Rioja 10 al 11 Septiembre 2009

- Modelo experimental de Sindrome Metabdlico y estrés oxidativo. M
Taran, M d C Baez, M C Llorens, M Binci, V Campana, M Moya.
Jornadas Cientificas UNLaR 2009- La Rioja 10 al 11 Septiembre 2009

- Importancia de marcadores inflamatorios: modelo experimental.
Feryala C, Baez MC, Taran M, Campana V, Sosa R, Gallerano R, Moya
M. Jornadas Cientificas UNLaR 2009- La Rioja 10 al 11 Septiembre
2009

- Valoracion antioxidante de la vitamina E y SOD en Aterogénesis
inducida por hiperfibrinogenemia. Llorens C, Baez MC, Taran M,
Campana V; Moya M. 6th Virtual Congress of Cardiology, September 1st
to November 30th, 2009

- Funcion antioxidante sobre la actividad mitocondrial en ratas con
aterogénesis inducida por hiperfibrinogenemia. Llorens C1, Baez MC1-
2, Taran M1-3, Scribano P1, Campana V1-4, Moya M. XI Jornadas de
Investigacion Cientifica, Facultad de Ciencias Médicas (FCM), Secretaria
de Ciencia y Tecnologia (SECyT), Universidad Nacional de Cordoba
(UNC), anno 2010.

- Modificacion de la actividad enzimatica de la superoxido dismutasa en
el estrés oxidativo vascular tratado con vitamina E. Taran M., Scribano
M., Balceda A., Becerra F., Signorini F., Bilbao J., Baez M., asesor: Dra
Moya Monica. XII Jornadas de Investigacion Cientifica. 23 de
Septiembre 2011. Cordoba- Argentina.

- Actividad enzimatica de la superoxido dismutasa en aterogénesis
inducida por hiperfibrinogenemia. Baez MC, Becerra F, Taran M,
Scribano M, Signorini F, Bilbao JC, Balceda A, Moya M. Jornadas
UNLaR 2011. 23 Octubre. La Rioja. Argentina.



- Estimulacion trigeminal y extravasacion proteica en duramadre de
ratas mediante inyeccion de capsaicina en la  region
temporomandibular. Balceda A., Baez M., Becerra F., Bilbao J., Blencio
S., Buonanotte M., Scribano P., Signorini F., Taran M., Moya M. XLVIII
Congreso Argentino de Neurologia. 2-4 de Noviembre; 2011. Cordoba.
Argentina.

- Alteraciones histopatologicas de higado y aorta en un modelo
experimental de sindrome metabédlico. M Taran; MC Baez; C Llorens; A
Balceda; V Campana; M Moya. 7th Virtual Congress of Cardiology,
November, 2011.

-Administracion de Antioxidante Exoégeno como complemento de la
Actividad Enzimatica de Superoxido dismutasa en Estrés Oxidativo.
Baez, MDC; Taran, M; Llorens, C; Scribano, M; Balceda, A; Campana,
V; Moya , M. 7th Virtual Congress of Cardiology, November, 2011.

- Lesiones histopatologicas y proteccion antioxidante en un modelo
aterogénico. Baez Maria del C. Taran Mariana D. Fonseca Ismael,
Balceda Ariel, Moya Moénica. XXXII Jornadas Cientificas y Culturales de
Patologos y Citopatélogos de la Provincia de Coérdoba. 13-14
Septiembre, Sheraton Hotel, Cérdoba, 2012.

- Cambios anatomopatolégicos de higado y aorta en un modelo
experimental de sindrome metabodlico. Taran Mariana D., Baez Maria
del C., Fonseca Ismael, Scribano Maria de la P, Moya Monica. XXXII
Jornadas Cientificas y Culturales de Patologos y Citopatdlogos de la
Provincia de Cordoba. 13-14 Septiembre, Sheraton Hotel, Cérdoba,
2012.

- Restitucion de la morfofuncionalidad mitocondrial post tratamiento
con vitamina E. Baez MC, Taran M, Balceda A, Scribano M, Moya M.
XIII Jornadas de Investigacion Cientifica. FCM en el marco del 4to
CENTENARIO UNC. 26 de Septiembre 2012. Coérdoba- Argentina.

- Modelo experimental de activacion trigeminovascular con capsaicina.
Balceda A, Blencio S, Baez MC, Taran M, Scribano M, Buonanotte F,
Moya M. XIII Jornadas de Investigacion Cientifica. FCM en el marco del

4to CENTENARIO UNC 26 de Septiembre 2012. Cordoba- Argentina.



- Cambios Oxidativos e Inflamatorios en Migrana Inducida con
Capsaicina en Ratas. Balceda A, Blencio S, Buonanotte C, Baez M,
Taran M, Scribano Parada M, Fonseca I y Moya M. XLIX Congreso
Argentino de Neurologia. Mar del Plata, Nov. 2012.

- Restitucion de la morfofuncionalidad mitocondrial post tratamiento
con vitamina E. Maria del C. Baez, Mariana D. Taran, Ariel Balceda,
Maria Scribano, Monica Moya. Jornadas Cientificas UNLaR. Nov. 2012,
La Rioja.

- Modelo experimental de activacion trigeminovascular con capsaicina.
Ariel Balceda, Sergio Blencio, Maria del C. Baez, Rosa Aguirre, Mariana
D. Taran, Maria Scribano, Carla Buonanotte, Monica Moya. Jornadas
Cientificas UNLaR. Nov. 2012, La Rioja.

- Propiedades pleiotropicas de atorvastatina en un modelo aterogénico.
Maria Scribano, Maria del C. Baez, Mariana D. Taran, Ismael Fonseca,
Ariel Balceda, Monica Moya. Jornadas Cientificas UNLaR. Nov. 2012, La
Rioja.

- Cuantificacion de adiponectina en el sindrome metabdlico asociado a
aterogénesis. Mariana D. Taran, Maria del C. Baez, Florencia Becerra,
Cecilia Feryala, Maria Scribano, Mirian Binci, Ismael Fonseca, Ariel
Balceda, Moénica Moya. Jornadas Cientificas UNLaR. Nov. 2012, La
Rioja

- Afeccion hepatica y aortica en un modelo experimental de sindrome
metabodlico. Taran Mariana D., Baez Maria del C., Fonseca Ismael,
Balceda Ariel, Scribano Maria de la P., Binci Mirian, Moya Monica. “I
Jornada Virtual Nacional e Internacional de Educacion e Investigacion
en Ciencias Morfologicas”,On-Line: 10 al 30 de Noviembre de 2012. Sitio
web: www.histologiavirtual.com.ar

- Rol protagonico de nuevos biomarcadores asociados al riesgo
cardiovascular. Taran M, Feryala C, Baez M, Scribano M, Balceda A, Moya
M. XIV Jornadas de Investigacion Cientifica. FCM, UNC, 24 Octubre, Cba,
2013.



- Enfermedades prevalentes en el Servicio de Clinica Médica del Hospital
Cordoba. Kulinski M, Cian M, Taran M, Bergallo C. XIV Jornadas de
Investigacion Cientifica de la FCM, Cordoba, Octubre 2013.

- Prevalencia de Sindrome Cardiorrenal en pacientes hospitalizados por
Insuficiencia cardiaca descompensada. Otaduy, C.; Bosio, L.; De La Vega,
M.; Bustos, A.; Taran, M.; Gigena, E. II Congreso Internacional de Clinica
Médica y Medicina Interna, 5 al 8 de nov. 2013

- Manifestaciones infrecuentes de cuadros endocrinologicos asociados.
Gigena E.; Espejo, E.; Rodriguez, B.; Taran, M.; Ramallo, L. II Congreso
Internacional de Clinica Médica y Medicina Interna, 5 al 8 de noviembre
de 2013

- Afectacion multiorganica por amiloidosis primaria. Ledesma Falco, A.;
Cian, M.; Bruno, V.; Kulinsky, M.; Taran, M.; Campos, M. II Congreso
Internacional de Clinica Médica y Medicina Interna, 5 al 8 de noviembre
de 2013

- Hipereosinofilia como debut de Linfoma no Hodgkin en paciente joven.
Bosio, L.; Alegre, M.; Taran Mariana. II Congreso Internacional de Clinica
Médica y Medicina Interna, 5 al 8 de noviembre de 2013

- Infeccion urinaria y cirrosis biliar primaria. Una asociacion para tener
en cuenta. Erkiletlian, N.; Gigena, E.; Taran, M.; Pedano, V.; Cirbulenas,
V. II Congreso Internacional de Clinica Médica y Medicina Interna, 5 al 8

de noviembre de 2013



