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RESUMEN

introduccion: Los incrementos en la actividad de la mieloperoxidasa (MPO) serian el nexo entre el aumento de la respues,
inflamatoria y el estrés oxidativo (EO) en el sindrome metabdlico (SM).

Objetivo. Determinar la actividad de la enzima MPO asociada con EO en animales con SM y establecer su relacién con las probables lesions
cardiovasculares.

Material y métodos: Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar, que se dividieron en: Grupo A, control (n = 12) y Grupo B, induccién A
SM (n = 12). EI SM se indujo con la administracion de fructosa al 10% diluida en agua de bebida durante 6 semanas. Se cuantificaron inss
lina (uU/ml), glucemia (mg/dl), perfil lipidico (mg/dl), HOMA (homeostatic model assessment), MPO (Ul/ml) y actividad de la superind,
dismutasa (SOD) (U/ml). Se estudio la histologia de la aorta torécica y el corazén por microscopia Gptica.

Resultados: Se observaron niveles de glucemia (176 + 17,3 mg/dl), insulina (29,5 + 4,52 pU/ml), HOMA (11 £ 1,3), colesterol total (13
+ 9.6 mg/dl) y trighcéndos (75 + 12,9 mg/dl) incrementados significativamente en el Grupo B en comparacién con el Grupo A: glucemg
(115 + 1,1 mg/dl), insulina (4 + 0,82 uU/ml), HOMA (3 £ 0,38), colesterol total (69,7 + 1,6 mg/dl) y triglicéridos (46,2 + 6 mg/dl) (p< 0.5
para todas las variables); s verificé disminucion significativa de los valores de HDL (28,3 + 1,14 mg/dl) en el Grupo B en comparacion con £
Grupo A (61 + 1,01 mg/dl) (p <0,001), validando asi el modelo experimental de SM. La actividad de la MPO se incrementd significativamess
en el Grupo B (1813 + 15,7 Ul/ml) respecto del Grupo A (116,07 + 4,2 UI/ml) (p < 0,001). Similar comportamiento presento la actrvidas
antioxidante de la SOD en el Grupo B (181 + 6 U/ml) respecto del Grupo A (138 + 3,6 U/ml) (p < 0,01). Las microscopias oOpticas de corazen
y de aorta toracica evidenciaron cambios histopatoldgicos en los animales con SM inducido.

Conclusion: Los incrementos de la MPO y la SOD en el Grupo B demostrarian la presencia de EO, con repercusién a nivel
vascular en el SM.
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ABSTRACT

Background: Increased myeloperoxidase (MPO) activity would be the link between the rise of the inflammatory response an:
oxidative stress (OS) in metabolic syndrome (MS).

Objective: The aim of this study was to determine the enzymatic activity of MPO associated with OS in animals with MS ané
establish their relationship with probable cardiovascular injury.

Methods: Male Wistar rats were divided into two groups: Group A, control (n=12) and Group B, induced MS (n=12). Metaboic
syndrome was produced by 6-week administration of 10% fructose diluted in the drinking water. Insulin (mU/ml), ghacese
(mg/d)), lipid panel (mg/dl), HOMA (homeostatic model assessment), MPO (IU/ml) and superoxide dismutase (SOD) activir
(U/ml) were measured. Light microscopy was used for the histological study of the heart and thoracic aorta. )
Results: Group B showed significantly increased levels of plasma glucose (176+17.3 mg/dl), insulin (29.5+4.52 mU/ml), HOM:
(1121.3), total cholesterol (133+9.6 mg/dl) and triglycerides (75+12.9 mg/dl) compared with Group A: plasma glucose (113211
mg/d)), insulin (40.82 mU/ml), HOMA (3+0.38), total cholesterol (69.7+1.6 mg/dl) and triglycerides (46.2+6 mg/dl), (p<O
for all variables). A significant decrease in HDL (28.3+1.14 mg/dl) in Group B vs. Group A (611.0 mg/dl) (p<0.001) va:
dated the experimental MS model. Myeloperoxidase activity increased significantly in Group B (181.3+15.7 IU/'ml) vs. Groe
A (116.07£4.2 IU/ml) (p<0.001). A similar behavior was seen with SOD antioxidant activity in Group B (18126 Unl w
Group A (138+3.6 U/ml) (p <0.01). Light microscopy of the heart and thoracic aorta revealed histopathological changes 2
animals with induced MS,

Condlusion: Inereased MPO and SOD in Group B would indicate the presence of OS in MS, with consequences at the vascular level
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ESTRES OXIDATIVO EN EL SINDROME METABOLICO / Marla L Garagiola y cols

Abreviaturas

INTRODUCCION

Actualmente se propone al estrés oxidativo (EO) como
potencial inductor de inflamaci6n, con implicacién en
el desarrollo de patologias crénicas a nivel sistémico,
como el sindrome metabélico (SM). La presencia de
EO implica un desequilibrio en el metabolismo 6xido-
reduccién generado por la produccién no controlada de
especies reactivas del oxigeno (ERO) y del nitrégeno
(ERN). (1, 2) Es conocido que la sobreproduccién de
ERO y ERN a nivel de la pared vascular genera disfun-
cién endotelial, condicién que incrementaria el riesgo
de desarrollo de enfermedades cardiovasculares (ECV).

El estado prooxidativo desencadenado por el EO
puede inducir insulinorresistencia al provocar la fos-
forilacién de los receptores de insulina e incremento
en los niveles de citocinas proinflamatorias, ambas
condiciones que se expresan en el SM. (3) Se ha pos-
tulado ademas que la excesiva formacién de especies
reactivas repercutiria directamente en la accién
insulinica, modificando los mecanismos enziméticos
antioxidantes como la superé6xido dismutasa (SOD). La
enzima SOD cataliza la descomposicién de oxidantes
nocivos neutralizando su toxicidad y evitando que sus
concentraciones se conviertan en patolégicas; (4) de
esta forma, el EO condicionaria la disfuncionalidad
del endotelio. (5)

En la bisqueda continua de nuevos marcadores
prooxidantes que permitan identificar los determi-
nantes del SM adquiere importancia la enzima mie-
loperoxidasa (MPO). (6) La actividad excesiva de la
MPO puede inducir dafio a tejidos por la produccién de
oxidantes y, consecuentemente, formar especies reacti-
vas de lipidos y proteinas. En estudios recientes se ha
demostrado que la exposicion de lipoproteinas de baja
densidad (LDL) a leucocitos activados produce, a través
de la MPO, especies nitrogenadas y halogenadas que
facilitan procesos de peroxidaci6n lipidica, nitracién
proteica y conversion a formas proaterogénicas de LDL
en la pared vascular. (7) Ademés, la MPO participa en
la generacion de lipoproteinas de alta densidad (HDL)
disfuncionales transformando sus propiedades antiin-
flamatorias en proinflamatorias. (8)

Asimismo, los estados proinflamatorio y prooxi-
dativo se han relacionado con dafio en el miocardio
y deterioro endotelial, (9) de lo que se desprende la
importancia de la implementacién de biomarcadores
oxidativos como la MPO en etapas asintomdticas del
SM. Esta enzima podria definir el riesgo cardiovascular
y seria una prueba indicativa para dicha patologia. (10)

El objetivo de esta investigacion fue determinar la
actividad de la MPO asociada con el EO en animales con
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SM y establecer su relacion con las probables lesiones
cardiovasculares.

MATERIAL Y METODOS

Animales

Se realiz6 un estudio experimental y analitico utilizando ratas
macho de la cepa Wistar, endocriadas en el Instituto de Fisio-
logia de la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad
Nacional de Cérdoba, de un peso promedio de 280 + 20 g,
alimentadas con dieta balanceada para ratas con un minimo
de 17% de contenido proteico.

Grupos estudiados

Se utilizaron 24 ratas macho, divididas en dos grupos, cada

uno de los cuales estuvieron constituidos por 12 animales;

se estudiaron en forma secuencial y se encuadraron en las

diferentes situaciones experimentales:

- Grupo A: Control, animales sin intervencién (n = 12).

- Grupo B: SM inducido con dieta hidrica suplementaria
con fructosa al 10% en agua de bebida durante 6 semanas
(n =12).

Induccion del sindrome metabdlico

El SM se indujo mediante la administracién de fructuosa al
10% diluida en agua de bebida durante 6 semanas. (11) Para
corroborar que los animales hubieran presentado SM, se
determinaron los niveles de glucosa, insulina, triglicéridos,
colesterol total y colesterol HDL en ayunas y se realizé el
calculo de HOMA (homeostatic model assessment).

Determinaciones bioquimicas

Obtencion del plasma

La sangre se obtuvo por decapitacién de los animales,

previamente anestesiados con ketamina (Ketal®) (16,25

mg/kg) y xylazina 2% (Alfasan®) (2 mg/kg), a los 42 dias

de administracién de fructosa o agua comin y luego dg

24 horas de ayuno. La sangre asi obtenida se recolecto

en cépsulas de Petri con una mezcla de anticoagulante

constituido por oxalato de amonio y de potasio en una

proporcién de 2:1. Para las determinaciones de SOD y

MPO se utilizaron muestras de sangre anticoagulada con

EDTA. Posteriormente, la sangre se centrifugé a 3.000 rpm

durante 15 minutos para obtener el plasma y el lisado de

glébulos rojos.
Se procedio a la cuantificacion de las siguientes variables:

- Glucemia: Los niveles plasmaticos de glucosa se deter-
minaron utilizando kits comerciales (Wiener, Buenos
Aires, Argentina) por espectrofotometria segiin método
enzimdtico; los resultados se expresaron en mg/dl. (12)

~  Insulinemia: Los niveles de insulina se cuantificaron
por radioinmunoandlisis; los resultados se expresaron
en pU/ml, (13)

- El modelo de evaluacién de homeostasis (HOMA) se uti-
liz6 como fndice para medir el grado de resistencia a la
insulina y se calculé mediante la formula [insulina (mU/
ml) X glucemia (mmol/L) / 22,5]. (14)

- Perfil lipidico: Se realizé el anélisis del perfil lipidico por
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método enzimatico; (16) los resultados se expresaron
en mg/dl.

MPO: La actividad enzimdtica de la MPO se cuantificé
por ELISA; los resultados se expresaron en Ul/ml. (16)
Actividad enzimdtica de la SOD: Se cuantificé la actividad
enzimdtica por espectrofotometria en lisado de glébulos
rojos utilizando kit de Randox; los resultados se expresa-

ron en U/ml. (17)

Obtencion del material para anatomia patoldgica por
microscopia optica

En todos los grupos estudiados se seleccionaron muestras de
corazén, en los que se realizaron 16 cortes de 4 um en sentido
longitudinal, y muestras de aorta tordcica desde su origen
hasta la altima porcién torécica, donde se realizaron 30 sec-
ciones de 4 um cada una. El material procesado para anatomia
patolégica se conservé en formol buffer al 10% y se coloreé
con hematoxilina-eosina. Posteriormente, los preparados se
analizaron por microscopia 6ptica con una amplificacién de
40x,60x y 400x.

Analisis estadistico

Se realizaron comparaciones de todas las combinaciones po-
sibles de pares de medias por ANOVA multivariado y como
prueba post hoc se utiliz6 Hotelling. Se establecié un nivel de
significacién de p < 0,05 para todos los casos.

Consideraciones éticas

En los procedimientos realizados se respetaron las normas y
los protocolos aprobados por el Comité Institucional para el
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de la Facultad de
Ciencias Médicas de Universidad Nacional de Cérdoba, ba-
sado en las normativas de la American Physiological Society,
“Principios Rectores en el Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio” (NIH Publication 85-23, 1996).

RESULTADOS

Las caracteristicas bioquimicas para validar el modelo
de SM en los grupos estudiados se detallan en la Tabla 1.

Los niveles de glucemia, insulinemia, colesterol
total y triglicéridos incrementados juntamente con un
HOMA elevado y valores disminuidos de HDL en el
Grupo B (SM) validan el modelo experimental (véase
Tabla 1).

La cuantificacién de la MPO evidenci6 un aumen-
to estadisticamente significativo de la actividad en el
grupo con SM inducido (181,3 = 15,7 U/ml) respecto

Tabla 1. Niveles plasméticos de glucosa, insulina y perfil lipidico en
el Grupo A (control) y el Grupo B (sindrome metabdlico)

Control (A) SM (B)

Gluceria (mg/dl) 11511 176 + 17,3*
Insulinemia (uU/mil) 4+0,82 29,5 + 4,52*
HOL (mo/di) 614001 283114
Colesterol total (mg/dl) 69,7 £ 1,6 133+ 9,6*
Triglicridos (mg/di) 46,2 &6 75 £12,9*
HOMA 340,38 1M&1,3*
Los resultados se expresan como media t error estandar de la media n=12
" P 0,001 vs ratas contral (A), SM: Sindrome metabolico, HDL: Lipoproteinas

de alta densidad MOMA. Homeostatic model assessment.
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del grupo control (116,07 £ 4,2 U/ml) (p < 0,001,
incremento de la actividad indicaria el estadq pr '8
flamatorio en los animales con SM, como ge graﬁc:m
la Figura 1. i
Los resultados de la actividad enzimatica de | S0
en lisado de glébulos rojos en ratas con SM y ; b
control se muestran en la Figura 2. A
La persistencia del estimulo proinflamator;,
prooxidativo en el Grupo B (SM) (181 + 6 U/m]) gene‘r
un incremento significativo en la actividad enzim4; :
de la SOD cuando se comparé con el Grupo A (mntr:
(138 £ 3,6 U/ml) (p < 0,01). ;
El incremento enzimético de MPO y SOD en ap;
males con SM inducido experimentalmente respect,
del grupo control indicaria la persistencia del estimyj,
proinflamatorio y prooxidativo en el grupo con SM.
En las Figuras 3 y 4 puede observarse la repercusig,
a nivel vascular y cardiaco en ratas con SM inducig,
experimentalmente.

DISCUSION

En el modelo experimental de SM se pudo observar
las ratas que reciben fructosa en el agua de bebida g
forma crénica se constituyen en un modelo util para g

MPO (U/mL)
888

CONTROL (A) SM (B)

Fig. 1. Cuantificacién de la "Actividad de mieloperoxidasa (MPO!'
en ratas control (A) y con sindrome metabdlico (SM [B)). Los valors
estan expresados como media * error estandar de la media.n=12
*p < 0,001 vs. ratas control (A).
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Fig. 2. Andlisis de la actividad enzimatica de la superoxido dismut®
(SOD) en ratas control (A) y con sindrome metabaélico (SM [8]) @
valores estan expresados como media £ error estandar de |2

n=12. #p <0,01 vs. ratas control (A).
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Fig. 3. Microscopia 6ptica de aorta toracica de ratas con sindrome
metabdlico inducido que muestra denudacion endotelial con he-
maties adheridos, engrosamiento intimal, cambios mixoides en la
matriz extracelular y desorganizacion de la lamina muscular interna
en la mayoria de los cortes (cabeza de flecha) (HE 60x).

Fig. 4. Microscopia optica cardiaca de ratas con sindrome meta-
bélico inducido que evidencia pericardio fibrolipomatoso (estrella),
con presencia de exudado fibrinoleucocitario con detritos celulares
(triangulo) e infiltrado inflamatorio mononuclear y polimorfonu-
dear neutréfilo (flecha). Se observan, ademas, vasos de paredes
engrosadas con intenso infiltrado inflamatorio mononuclear y
polimorfonuclear neutréfilo (fendmenos de vasculitis) (HE 60 ).

diagnostico de los factores que configuran el SM, que
se induce por cambios en la ingesta y expresa nume-
rosas alteraciones similares al sujeto humano con SM.
(18) La administracion de fructosa al 10% gener6 en
el Grupo B (SM) hiperglucemia, hipertrigliceridemia,
disminucién de niveles de HDL y aumento de niveles
circulantes de colesterol total junto con hiperinsu-
linemia, corroborando que el modelo experimental
presenta las manifestaciones caracterfsticas del SM.
Ademés, la evaluacién de la homeostasis glucemia/
insulina, pardmetro HOMA, constituye un modelo util
para cuantificar la insulinorresistencia, reflejando la
funci6n de las células beta, y necesita solo una muestra
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de suero en ayuno. Ein nuestros resultados se observo
un incremento del valor de HOMA en el grupo con SM,
lo cual demuestra la presencia de insulinorresistencia.

La enzima MPO es un importante factor de riesgo
cardiovascular al generar un aumento en la respuesta
inflamatoria capaz de potenciar los efectos oxidativos
de su cosustrato peréxido de hidrégeno (H,0,), con un
rol principal en el dano e inflamaci6n endotelial. (19)

Varias investigaciones describen la asociacién de es-
tados de inflamacién crénica, insulinorresistencia con
aumento en la actividad de la MPO, (20) incremento
del EO, disfuncién endotelial y su repercusién sobre
el riesgo cardiovascular. (21) En nuestro trabajo, la
relacion positiva significativa entre los valores en ayuno
de glucosa/insulina (HOMA) y la actividad de la MPO
refuerzan la probable participacién de la disglucemia
en la alteracion de la homeostasis del metabolismo
redox en animales con SM.

El aumento en la actividad de la SOD asociada
con modificaciones de glucemia en ayuno, insulino-
rresistencia, dislipidemia por disminucién de HDL e
hipertrigliceridemia e incremento de los componentes
proinflamatorios y prooxidativos son indicadores del
EO presente en el modelo experimental de SM. Esta
situacion refleja la importancia de la SOD como meca-
nismo antioxidante endégeno que intenta compensar
el aumento de radicales libres, aunque no siempre
es suficiente, ya sea por su baja productividad o por
superar la tasa de produccién enzimatica. (22-24)
Simultaneamente con los pardmetros bioquimicos
analizados en este modelo experimental, los resultados
histopatolégicos analizados por microscopia éptica de
aorta torécica y de corazén objetivan la repercusién a
nivel vascular de esta patologia. (25)

Es probable que las senales proinflamatorias y
prooxidativas desencadenadas por los biomarcadores
presentes en el modelo experimental de SM activen
el endotelio utilizando el radical superéxido para
generar la reaccién en cadena de radicales libres que
inician la peroxidacién lipidica, causando pérdida de
la estructura y de la funcién celular, como se observa
en la histopatologia de corazon y aorta toracica. (26)
Varios autores han expresado la combinacién del estado
proinflamatorio, insulinorresistencia y obesidad con la
progresion de la disfuncién endotelial, (27-29) siendo
un factor comun para el desarrollo de SM y ECV.

Los resultados de este trabajo demostrarian que la
insulinorresistencia evidenciada por hiperinsulinismo,
HOMA modificado, niveles disminuidos de HDL e
hipertrigliceridemia se asocian con propiedades proin-
flamatorias y disfuncién endotelial demostrada en el
modelo experimental de SM.

CONCLUSION

El incremento en la actividad enzimética de la MPO
y la SOD en el grupo con SM inducido juntamente
con los hallazgos anatomopatolégicos demostrarian
el aumento del EO y justificarian la utilidad de estos
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marcadores para la evaluacion del riesgo cardiovascular
en estadios tempranos del SM.
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