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RESUMEN
El Sindrome Metabolico (SM) es un agregado de condiciones cardio-metabdlicas que en

cronicidad involucra patologias tales como la obesidad, diabetes e hipertension arterial
(HTA), aumentando considerablemente el riesgo de desarrollar enfermedades
cardiovasculares (ECV). La aterosclerosis es el denominador comun de las patologias que
desencadenan los eventos cardiovasculares y la disfuncion endotelial (DE) es la alteracion
base del proceso aterosclerdtico. La prevalencia mundial del SM ha aumentado
progresivamente, alcanzando alrededor del 25% de la poblacion adulta. Existen datos
clinicos de una poblacion mas joven que califica para SM por mostrar un aumento de la
circunferencia de la cintura y sobrepeso junto con niveles elevados de triglicéridos
plasmaticos. En este grupo de sujetos jovenes con SM se desconoce la presencia de
marcadores de dafio endotelial e inflamatorios similares a los que presentan pacientes
adultos sobre 50 afios con diabetes tipo 2 e hipertension. En este ultimo grupo de adultos,
se han reportado niveles elevados de citoquinas inflamatorias tales como IL-6, de acidos
grasos, especificamente el é&cido palmitico (AP), hiper-insulinemia y alteraciones
relacionadas con DE 'y, solo en un reporte, se ha mencionado la sobre-activacion de la via
RhoA/ROCK.

En base a lo expuesto planteamos como hipoétesis que: IL-6, insulina y AP son moléculas
gue se encuentran elevadas en sujetos con SM sin diabetes tipo 2 o hipertension arterial, y
pueden inducir DE mediada por la activacién de RhoA/ROCK. Para poner a prueba nuestro
postulado propusimos tres estrategias que involucran estudios ex—vivo, in—vitro e in—vivo.
Los estudios ex-vivo se realizaron en sujetos adultos jévenes que consultaron por sobrepeso
pero calificaron para SM por presentar aumento del contorno de cintura y dislipidemia.
Nuestros resultados mostraron que el grupo de sujetos evaluado tiene, ademas de niveles de
LDL-c elevados y HDL-c bajos, altos niveles de IL-6, insulina y AP, aumento de
marcadores de DE tales como MCP-1, sICAM-1, aumento de marcadores de estrés
oxidativo (AOPP y TBARS), menor biodisponibilidad de 6xido nitrico (ON) y una sobre
activacion de RhoA/ROCK en leucocitos en comparacion a sujetos sanos. Aungue dentro
de rango normales, se encontr6 ademds, mayores niveles plasmaticos de &cido urico,
menores niveles creatinina y un moderado estado de hiper-coagulabilidad en comparacion

con individuos controles.
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El estudio in-vitro se llevo a cabo en células endoteliales de cordén umbilical estimuladas
con concentracion similares a las encontradas en sujetos con SM de IL-6, insulina y AP,
con el objetivo de evaluar la participacion de RhoA/ROCK en el dafio endotelial inducido
por estas moléculas. Los resultados mostraron que la combinacion de IL-6, insulina y AP
activa la via RhoA/ROCK vy altera la sefializacion de Akt y ERK. Adicionalmente, se
reducen los niveles de ON y la actividad de eNOS, junto a un aumento de los niveles de
marcadores de estrés oxidativo. Se observaron cambios en la estructura de actina y de VE-
caderina y alteraciones en la citoarquitectura de la monocapa celular, acompafiado de un
aumento de la actividad de MMP9 intracelular. La triple estimulacion aumentd la adhesion
plaquetaria, la actividad pro-coagulante, la liberacion de Factor de Von Willenbrand
(FVW), MCP-1, siCAM-1, E-selectina y la acumulacién intracelular de lipidos. Todas estas
alteraciones a excepcion de los niveles de FVW vy la actividad pro-coagulante parecen ser
mediadas por la sobre-activacion de RhoA/ROCK ya que se evitaron al adicionar el
inhibidor Y-27632.

La participacion de RhoA/ROCK en relacion a caracteristicas de SM se evalu6 en un
modelo de ratas alimentadas con una dieta rica en AP por 14 semanas con Yy sin la
administracion de Fasudil, un inhibidor de RhoA/ROCK, por las dos ultimas semanas. Los
resultados muestran que la dieta alta en grasa indujo caracteristicas SM tales como:
sobrepeso, mayor circunferencia abdominal y dislipidemia. A las 14 semanas de dieta los
animales tuvieron presion sistolica elevada, altos niveles de triglicéridos, colesterol y
glicemia, en comparacion a los animales controles pero dentro de los rangos de normalidad.
La dieta alta en grasa indujo ademas altos niveles de insulina, IL-6, aumento de tejido
adiposo extra-peritoneal, marcadores de estrés oxidativo (TBARS y AOPP), siCAM-1,
sCD40L, é&cido urico y niveles reducidos de ON. La administracion de Fasudil por dos
semanas, revirtio las alteraciones observadas. El analisis de las aortas de los animales
alimentados con dieta rica en AP muestra una mayor infiltracion grasa y un aumento de la
actividad de RhoA/ROCK, de E-selectina, una disminucién de la actividad de Akt, eNOS y
de los niveles de Nrf2 comparados con las aortas de los animales alimentados con dieta
control. Los animales tratados con Fasudil mostraron una reduccion de las alteraciones
mencionadas. A pesar de la presencia de alteraciones metabdlicas, la dieta alta en grasa no

indujo diabetes ni HTA en los animales durante el periodo estudiado.
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Consideramos que los resultados de esta tesis entregan evidencias sobre la participacion de
RhoA/ROCK en las alteraciones relacionadas a la DE asociadas a SM y demuestra el rol
del AP, IL-6 e insulina como componentes que, al estar elevados en pacientes con SM,
promueven DE.

Adicionalmente, creemos que los resultados obtenidos entregan informacion relevante para
sujetos jovenes con SM que, por no mostrar sintomas relacionadas con patologias tales
como diabetes tipo 2 o hipertensién, desconocen que ya presentan signos relacionados con

mayor riesgo cardiovascular.
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ABSTRACT
The Metabolic syndrome (SM) is a cluster of cardiovascular risk factors that in chronicity
could lead to pathologies such as obesity, diabetes and hypertension (HT), increasing the
risk of cardiovascular disease (CVD).
Atherosclerosis is the common denominator of the cardiovascular pathologies and
endothelial dysfunction (ED) is the base alteration leading to the atheroesclerotic plaque
formation. Currently, the MS prevalence has reached around 25% of the adult population.
New evidence has emerged from a younger group that qualifies for MS for their enlarged
waist circumference and overweight in addition to hypertrigliceridemia. It is unknown
weather this group of young subjects show ED and inflammatory markers similar those
adults over 50 years old with diabetes type 2 and hypertension. This group of adult patients
showed elevated levels of inflammatory cytokines such as IL-6, free fatty acids, specifically
palmitic acid (PA), hyperinsulinism and ED related alterations. Additionally, only one
report has shown over activation of RhoA/ROCK in peripheral leukocytes of SM patients.
Based on the above mentioned, our hypothesis is: IL-6, insulin and PA are molecules that
are elevated in MS subjects without type 2 diabetes or HT and, induce ED through the
RhoA/ROCK pathway activation. In order to demonstrate this hypothesis three
experimental approaches involving ex—vivo, in—vitro and in—vivo studies.
For the ex—vivo studies we evaluated young adult subjects that qualified for MS due to their
enlarged waist circumference and dyslipidemia. Our results showed that this group of
subjects have elevated levels of LDL-c and low HDL-c. Additionally they present high
levels of IL-6, insulin, PA, MCP-1 and siCAM-1 compared to controls. Elevated oxidative
stress markers (AOPP and TBARS), as well as lower nitric oxide (NO) biodisponibility and
over activation of RhoA/ROCK in leukocytes was found in MS subjects compared to
healthy controls. Even though uric acid and creatinine levels are within normal ranges, the
MS subjects showed significantly different values to those found in healthy individuals. A
slight hypercoagulability state was also found in the MS subjects, compare to the controls,
as evidenced by an enhanced endogenous thrombin generation potential.
In-vitro studies were performed to elucidate the role of RhoA/ROCK in endothelial damage
due to IL-6, PA and insulin stimulation at concentrations similar to those found in the
subjects with MS. The results showed that IL-6, insulin and PA activate the RhoA/ROCK
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pathway and alter the Akt and ERK signaling. Even more, the stimulation reduced the NO
levels and eNOS activity, in addition to an increase in oxidative stress markers. Also,
changes in the actin and VE-cadherine structure, disruption in the cellular monolayer and
increase in the intracellular MMP9 activity were observed.

Furthermore, the triple stimulation increased the endothelial cells pro-coagulant activity, E-
Selectin levels and the intracellular lipid accumulation as compared to non stimulated
HUVEC. Higher release of the von Willebrand Factor (VWF), MCP-1 and siCAM-1 was
also found in stimulated cells. In addition, the triple stimulation increased the number of
platelets adhered to the endothelial cells.

All these alterations, with exception of VWF and the pro-coagulant activity, seemed to be
mediated by the RhoA/ROCK activation because they did not occur when the cells are co-
incubated with Y-27632 inhibitor.

The RhoA/ROCK role in the MS progression was evaluated in a rat model fed with high fat
diet enriched in PA for 14 weeks, with or without the administration of a RhoA/ROCK
inhibitor (Fasudil) for the last 2 weeks.

Our results showed that the high fat diet induced MS characteristics such as overweight,
increased abdominal circumference and dyslipidemia. At 14 weeks, these animals presented
higher systolic blood pressure, triglycerides, cholesterol and glycemia levels, compared to
control animals. Additionally, the high fat diet induced higher levels of IL-6, more extra-
peritoneal adipose tissue patches, elevated ED and oxidative stress markers, uric acid and
lower levels of NO. Oral administration of Fasudil for 2 weeks was able to reverse all the
alterations mentioned.

The analysis of the aortas of animals fed with high fat diet showed higher fatty infiltration
and an over activation of RhoA/ROCK and lower activation of Akt, eNOS and Nrf2
compared to aortas from control animals, as well as elevated levels of E-Selectin. Two
weeks of the Fasudil treatment reduced the alterations mentioned above. Interestingly, even
when the high fat diet induced several alterations related to MS, these animals did not
develop HT or diabetes during the studied time.

Together, the results obtained in this thesis provide evidence about the participation of
RhoA/ROCK in the abnormalities associated with MS, and proved the role of PA, IL-6 and

insulin in the pathogenesis of ED.

19



Additionally, we believe that our results provide relevant information for young subjects
with MS that are not aware that already carry signs related with higher CVD risk because
the lack of symptoms.
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1. INTRODUCCION
El desarrollo de los paises industrializados, acompafiado de los avances tecnoldgicos, ha
producido fuertes cambios sociales que afectan directamente nuestro estilo de vida. La dieta
poco saludable, rica en grasas de origen animal y carbohidratos y el sedentarismo, definido
como la carencia de ejercicio fisico en la vida cotidiana, avanzan en paralelo a una serie de
patologias emergentes, que se inician en etapas tempranas juveniles y que en su estado
cronico, en ocasiones desatendidas clinicamente, aumentan significativamente el riesgo de
enfermedades cardiovasculares (ECV) resultando en un incremento de la tasa de morbi-
mortalidad (1). La asociacion de factores cardio-metabolicos que compone las patologias
bases para la enfermedad ateroesclerdtica genera una condicion que se conoce como

sindrome metabdlico (SM).

1.1 Sindrome metabdlico

El SM es un conjunto factores de riesgo cardio-metabolicos que se asocian, en su estado
cronico, a un mayor riesgo de desarrollar ECV. Algunas de estas condiciones son la
dislipidemia, que se asocia a una mayor acumulacion de grasa abdominal, la HTA y una
tolerancia a la glucosa alterada en conjunto a un ambiente inflamatorio (2).

La Organizacién Mundial de la Salud (WHQ) y diversos programas internacionales, han
definido de manera transversal en el SM, la existencia de un estado pro-trombotico,
dislipidémico, una alteracion en el metabolismo de la glucosa, un alza sostenida de la
presion arterial, obesidad abdominal y un estado pro-inflamatorio sistémico (3).

En la Gltima década ha habido una amplia discusion respecto al eje central del SM por lo
que se han propuesto variantes para la definicion clasica. El consenso actual sefiala que lo
central en el SM es la obesidad, como factor gatillante de la resistencia a la insulina y la
HTA. Mas aln, el tratamiento ampliamente aceptado para el manejo de esta condicién, se
basa en la reduccion del peso por medio de dieta y ejercicio (4). Una de las principales
guias de diagndstico del SM es el Adult Treatment Pannel 111 (ATPIII) del que se
desprende el diagnostico mas reciente basado en el consenso de criterios armonizados,
determinado por las principales sociedades internacionales de la salud. Esta guia define que
sujetos con 3 0 mas caracteristicas tales como, circunferencia abdominal > 90 cms, en

hombres de etnia sudamericana, triglicéridos > 150mg/dL, HDL-c < 40mg/dL, presion
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arterial sistélica > 130 o diastélica > 85 mmHg y glicemia en ayuna > 100mg/dL se
consideran dentro del grupo de sujetos con SM (5).

A nivel mundial, la prevalencia se ha estimado entre 20-30% (6). En Chile, Mujica y
colaboradores, han documentado que la prevalencia en hombres y mujeres es sobre el 20%,
siguiendo la tendencia internacional, donde se observa un aumento sostenido (7) que es

preocupante.

1.2 La triada clasica del Sindrome Metabolico

Como fue mencionado anteriormente, el conjunto de factores de riesgo cardio-metabdlico
del SM, gira en torno a tres patologias: obesidad, diabetes tipo 2 y HTA. La trayectoria del
SM es silenciosa y asintomatica. El agregado de alteraciones cardio-metabdlicas, iniciado
por la acumulacion de grasa abdominal, en su estado crénico predispone a un mayor riesgo
de desarrollar enfermedades crénicas de dificil manejo, como lo son la obesidad, diabetes
tipo 2 e hipertension (8).

El estudio del SM previo al desarrollo o a las manifestaciones clinicas de las patologias de
dificil manejo, abre una importante oportunidad de intervencién terapéutica, considerando

gue esto no ha sido estudiado en totalidad.

1.2.1 Obesidad

El principal factor patogénico en el SM es la obesidad abdominal, la que se ve determinada
por la acumulacion de tejido adiposo subcutaneo y visceral. Esta Gltima caracteristica
jugaria un papel crucial en el desorden metabolico por la capacidad endocrina que presenta
el tejido adiposo (9). Las bases celulares de la obesidad se explican por la hipétesis del
“Sindrome de Almacenamiento de Grasa Ectdpica” que sugiere que los adipocitos sufren
hipertrofia a causa del limite de retencion de lipidos que alcanzan, a su vez, la sobrecarga
de grasa por via dietaria se traslada a tejido no adiposo (musculo esquelético, pancreas,
corazén, higado) donde produce dafio y lipotoxicidad, la que se puede ver exacerbada por la
baja tasa de oxidacion de la grasa en este tipo de tejido (10).

Considerando la capacidad endocrina del tejido adiposo, esta sobrecarga lipidica induciria

un estado pro-inflamatorio y pro-aterogénico. Mas aln, a nivel de musculo esquelético,
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afectaria la accion de la insulina mientras que en el sistema cardiovascular, se ha
encontrado una correlacion entre tejido adiposo visceral y la DE (11).

El tejido adiposo secreta diversas hormonas, biomoléculas y péptidos, tambien llamadas
“adipocitoquinas”, que incluyen citoquinas como la IL-6, triglicéridos y acidos grasos
libres que se mantienen circulantes y en contacto con el tejido vascular (12). El desbalance
en estos mediadores genera un estado de inflamacion sistémico en el sujeto obeso. Més aun,
en etapas tempranas de sobrepeso ya se evidencia un alza en estos componentes, lo que
podria relacionarse con un dafio endotelial persistente, aumentando el riesgo de ECV (13).
Se postula que el rol de la obesidad es complejo y critico en el SM, la hiperlipidemia
presente en esta condicion es un factor de riesgo clasico de la enfermedad cardiovascular,
propiciando un medio pro-trombdtico e inflamatorio (14). Con el fin de entender la
progresion y participacion de la obesidad, se han planteado modelos que integran diversos
factores intrinsecos, como el envejecimiento, las fluctuaciones hormonales y otros externos,
como el estrés, la dieta y el sedentarismo, que en conjunto favorecen el desarrollo de un
estado inflamatorio lo que conlleva alteraciones metaboélicas y dafio cardiovascular (15,
16).

1.2.2 Diabetes tipo 2

La diabetes tipo 2 es un desorden multi-sistemico de la homeostasis energética, el
crecimiento celular y la reparacion de tejido. La resistencia a la insulina es el paso inicial a
la diabetes tipo 2 y es un factor de riesgo crucial en el SM. Las personas que desarrollan
diabetes tipo 2 usualmente pasan por una fase de excesiva adipogénesis (obesidad), hiper-
insulinemia compensatoria, dafio de las células beta pancredtica que conlleva una
disminucion progresiva de la secrecion de la insulina y un desbalance en los niveles de
glucosa, lo que inicialmente se compensa por la hiper-secrecion de insulina. Como
manifestacion mas tardia se describe la hiperglicemia lo que finalmente diferencia a los
sujetos con dafio en la micro y/o macro vasculatura (17).

En la resistencia a la insulina, se reconocen dos fendmenos de interés que contribuyen
activamente a la DE: la toxicidad causada por la hiper-insulinemia, que tiene una estrecha
relacién con el aumento de la expresion del receptor AT-1 y por consiguiente con la HTA

en el SM, y la glucotoxicidad que se produce en etapas mas tardias del desbalance (18). En
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la pre-diabetes, uno de los primeros fendmenos es la alteracion de la regulacion de las vias
de sefalizacion clasicas de la insulina (Akt y MEK), las que afectan directamente al
endotelio (19).

1.2.3 Hipertension
Esta patologia se caracteriza por un incremento continuo y sostenido de la presion arterial
sistolica por sobre 140 mmHg y/o en la presion arterial diastolica por sobre los 90 mmHg
(20). Mas de un tercio de los sujetos con HTA sufren el conjunto completo de patologias
asociadas al sindrome (21).
Existe una fuerte asociacion entre la HTA, la obesidad visceral y la resistencia a la insulina.
Es por esto que se han planteado modelos causa-efecto en los que la HTA se posiciona
como una manifestacion fisiopatoldgica cardiovascular del SM y por consiguiente, del dafio
endotelial (15, 16).
En la patogenia de la HTA, la acumulacién de grasa visceral aportaria un ambiente pro
inflamatorio rico en leptina, Factor de Necrosis Tumoral-a (TNF-a), angiotensindgeno,
acidos grasos no esterificados (NEFA) vy triglicéridos circulantes (22) los que directamente
generan una hiperactividad simpética la que, a su vez, se regula por retroalimentacion
positiva con la activacion del sistema renina-angiotensina, eje fundamental en la HTA (23).
En estudios clinicos se ha demostrado que los NEFA aumentan la presion arterial, el ritmo
cardiaco y actividad de los receptores a-1 adrenérgicos presentes en los vasos sanguineos,
mientras que reducen la sensibilidad del baro-reflejo y la vasodilatacion dependiente de
endotelio (24).
Por otro lado, en sujetos con resistencia a la insulina, el efecto anti-natriurético de la
insulina estaria aumentado (25), mas aun, se ha evidenciado que la reabsorcién de sodio se
encuentra aumentada por lo que se produciria una HTA sensible a la sal (26). Junto con
esto, la hiperinsulinemia estd asociada a un incremento en los niveles circulantes de
endotelina-1 (ET-1) (27), elevados niveles de leptinas y NEFA que a su vez aumentan la
actividad nerviosa simpatica y disminuyen la produccion de ON (28).
En el SM, previo al desarrollo de diabetes tipo 2 y con un sobrepeso cercano a la obesidad,
se observa un cuadro pre-hipertensivo caracterizado por un leve aumento sostenido y

asintomatico de la presion arterial en valores que bordea 130 mmHg para la sistolica y 80
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mmHg para la diastolica (20). Esta alza constituye un factor de riesgo a desarrollar HTA,

por lo que intervenir en esta fase podria detener la progresion de la patologia hipertensiva.

1.3 Moléculas circulantes en sujetos con sindrome metabdlico

La triada anteriormente descrita corresponde al cuadro clasico con las patologias ya
declaradas. En paralelo a esto se observan manifestaciones subclinicas que participan en el
desarrollo de las alteraciones metabdlicas presentes en el SM.

La experiencia clinica de especialistas chilenos, colaboradores de este proyecto, describe
que un sujeto acude a una consulta médica inicial por la apreciacion personal y/o de su
entorno de un aumento significativo de peso y la necesidad de un chequeo rutinario. Los
examenes de laboratorio, con claras alteraciones en el perfil lipidico (por ejemplo, elevados
triglicéridos y LDL-c), alertan ain mas sobre la necesidad de consultar a un especialista, el
que diagnostica clinicamente el SM de acuerdo a las guias previamente mencionadas. El
grupo de sujetos estudiado en esta tesis no presenta las patologias declaradas como HTA y
diabetes tipo 2 pero tiene sobrepeso y alteraciones en su perfil lipidico.

Considerando lo anteriormente expuesto, los estudios de la ultima década se han centrado
en caracterizar al sujeto con SM en referencia a componentes plasmaticos que, por un lado,
sean marcadores con valor diagnostico pero a la vez sean componentes con participacion
activa en el dafio sistémico. Uno de los principales trabajos que ha intentado caracterizar a
los sujetos con SM, es el de Hung y colaboradores, en el que se evidencid gque la alteracion
de los componentes lipidico (triglicéridos), pro-inflamatorio (IL-18 / IL-6) e insulinémico,
entre otros, eran trasversales a una poblacion de mas de 1000 individuos de diversas edades
y que se correlacionaban positivamente con el aumento de caracteristicas clinicas del
cuadro patoldgico (29). Cabe destacar que estos estudios se han realizado en adultos sobre
45 afos gque ya presentan diabetes tipo 2 e HTA.

En el contexto del SM, la dieta rica en grasas, genera un aumento de triglicéridos
circulantes, producto del metabolismo de los alimentos que consumimos. En estado
crénico, esto predispone a un aumento en el tejido adiposo abdominal el que se metaboliza
por medio de lipdlisis de triglicéridos liberando acidos grasos a la circulacion. Estos pueden
ser recapturados para ser sustrato energético o para formar otros acidos grasos esenciales.

El plasma contiene una amplia variedad de acidos grasos de cadena larga, de los cuales el
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35% son saturados y el 65% insaturados. Los efectos de éstos a nivel celular son variados,
no obstante, el AP es regularmente usado para representar el efecto de los &cidos grasos
saturados pro-aterogénicos a nivel celular (30).

En base a lo reportado por Hung y cols, enfocamos nuestros estudios en moléculas elevadas
en el SM, representativas de tres componentes de la patologia. La IL-6, como componente
inflamatorio y la insulina, parte del desbalance en el metabolismo glucidico. Sumado a lo
anterior y basados en una serie de reportes que indican la influencia del acido palmitico
(AP) elevado en el SM, incluimos a este acido graso saturado como el componente lipidico
a estudiar. En un modelo in-vitro de células endoteliales, estas tres moléculas fueron

evaluadas por su capacidad de inducir dafio endotelial mediado por RhoA/ROCK.

1.3.1 Acido Palmitico

El AP es un &cido graso esencial saturado de 16 carbonos, presente en grandes cantidades
en alimentos de origen animal y sus derivados (31). EI consumo de productos tales como el
queso, cecinas, carnes rojas y alimentos procesados altos en materia grasa, predisponen a
una alta ingesta de AP. En trabajos recientes, se ha descrito que, en sujetos adultos mayores
con SM, los niveles circulantes de AP se encuentran elevados (32), mas aun, el &cido
palmitico (AP) es el acido graso més abundante en la circulacion, en relacion al total de
fosfolipidos séricos (33).

El endotelio vascular se encuentra en contacto directo con este tipo de acido graso,
contando con la maquinaria de reconocimiento, internalizacion, y metabolizacién de lipidos
(via CD36, “Fatty Acid Binding Protein”, FABP-4 y Caveolina-1). Se han descrito
procesos celulares que ponen en evidencia la interaccion entre los lipidos y el endotelio,
como la trancitosis y la formacion de micro-dominios lipidicos, algo que no se ha puesto a
prueba utilizando AP ni mucho menos en asociacion a otros componentes circulantes
presentes en el SM (34,35). En términos funcionales, esta descrito que el AP por si solo es
capaz de inducir estrés oxidativo (36) en concentraciones fisioldgicas (menos de 0,3 mM)
pero no tiene efecto inflamatorio ni apoptotico (37), pero a concentraciones fisiopatolégicas

(sobre 0,5 mM) activa la via NFkB (38), aumenta la expresion del inhibidor del activador
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del plasmindgeno tipo 1 (PAI-1) (39) y reduce la actividad de la oxido nitrico sintasa
endotelial (eNOS) (40).

En base a lo anterior, el uso del AP fue parte de nuestro estudio como el componente
lipidico, en concentraciones previamente reportadas en un estudio de esteatosis hepatica
(41).

1.3.21L-6

La IL-6 es una citoquina pro-inflamatoria de fase crénica, identificada el afio 1986, con
efectos pleiotropicos y estrechamente relacionada con el sistema inmune (42).

Es producida por multiples tipos celulares entre los que se encuentra el adipocito, por lo
que ha sido considerada una adipoquina (43). Ejerce su actividad bioldgica al unirse al
receptor IL-6R/gp130, que se expresa en multiples tipos celulares, entre los que se
encuentra el endotelio (44). La activacion de este sistema inicia la cascada de sefializacién
JAK-STAT y MEK-ERK (45), las cuales pueden producir independientemente maltiples
efectos relacionados con el dafio endotelial, por medio de la activacion de las
metaloproteinasas de matriz (MMPs), el aumento del estrés oxidativo y el aumento en la
liberacion del factor tisular (FT) (46). Por otra parte, se ha visto que la activacion de estas
cascadas de sefializacion induce la disminucion de la fosforilacion de eNOS, la inhibicion
de la liberacion del FVW, la disminucion de la biodisponibilidad de ON, la internalizacion
dependiente de Caveolina-1 de LDL vy lipidos y el aumento de la activacion de la via pro-
inflamatoria NFkB (45). Actualmente, la Administracion de Alimentos y Drogas (FDA) de
Estados Unidos ha aprobado la utilizacién clinica de anticuerpos neutralizantes y receptores
solubles, con el fin de disminuir la actividad bioldgica de esta citoquina para el manejo de
enfermedades autoinmunes (47). Estudios recientes, interesados en caracterizar al sujeto
con SM, han dado evidencia de los niveles elevados de IL-6 presentes en esta condicion
cronica y mas aun, su directa relacion con los eventos cardiovasculares que presentan los
sujetos de edad avanzada con SM (29, 48). A pesar de esto, no se ha reportado si la
poblacién chilena de sujetos con SM sigue la misma tendencia. A nuestro conocimiento, no
hay reportes que evidencien niveles elevados de IL-6 en sujetos jovenes con SM sin
diabetes tipo 2 0 HTA.
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1.3.3 Insulina
La insulina es una hormona de 51 amino&cidos, que fue identificada y aislada en 1928, y
que hoy se sabe que es secretada por las células B del pancreas. Su rol es mantener los
niveles de glucosa plasmatica por medio de la facilitacion de su ingreso a la célula, regular
el metabolismo de lipidos y proteinas y promover un efecto mitogénico a nivel celular (49).
En relacion al SM, se ha demostrado que en etapas tempranas de la diabetes (resistencia a
la insulina o pre diabetes) se genera una hiperinsulinemia subclinica compensatoria capaz
de mantener la glucosa preprandial en niveles normales (50,51).
El consumo de una dieta alta en grasas, en particular los acidos grasos libres, disminuye la
sensibilidad a la insulina y en estado crénico reduce la sintesis y secrecion de esta hormona
(52).
En células endoteliales en cultivo, esta descrito que altas concentraciones de insulina (sobre
100nM) disminuyen la biodisponibilidad de ON y la fosforilacion/activacion de Akt, y
aumentan los niveles de especies reactivas del oxigeno (ROS), FVW, MMP9, FT, sCD40L
y ET-1, emulando los efectos de la hiperinsulinemia compensatoria (53-58).
Fisiologicamente la insulina sefializa por medio de su receptor con accion dual
preponderantemente hacia la via PI3K/Akt en el adulto. En el caso de la resistencia a la
insulina la sefializacion de esta via disminuye mientras que se produce una sobre activacion
de la via MAPK/ERK, lo que produce una baja de ON y una serie de alteraciones

endoteliales hacia el fenotipo disfuncional (esquema 1, modificado de 59).
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Estado Fisiologico Estado Insulino-resistente

insulma
insulina

IRS-1  SHC IRS-1  SHC
| | X |
PI3K  Ras PI3K  Ras
! ! { |
PDK-1  Raf-1 PDK-1 Rat-1
! | X b
Ak MEK Akt MEK
\ eNOS MAPK eNOS  MAPK /
: — % —
v v v * e ]
NO  ET-1 VCAM-1/E- NO  ET-1 VCAM-I/E- 4'
selectina selectina
Vasoconstriccion Vasodilatacién
Adhesividad Permeabilidad Vascular
Vasodilatacién Hipertrofia Inhibicién Plaguetaria Vasoconstriccion
Permeabilidad Vascular ] Adhesividad
Inhibicién Plaguetaria i e — g Hipertrofia
" A o .

Esquema 1. Vias de sefializacion del receptor de insulina en estado fisiolégico y patoldgico. IR: receptor de
insulina, IRS-1: sustrato del receptor de insulina 1, PI3K: fosfoinositol 3 quinasa, PDK-1: piruvato
deshidrogenasa lipoamida quinasa isoforma 1, Akt: proteina quinasa A, eNOS: sintasa de 6éxido nitrico
endotelial, NO: dxido nitrico, SHC: Scr dominio contenido homologo 2, Ras: sarcoma de rata, Raf-1: proto-
oncogen serina/treonina proteina quinasa, MEK: quinasa de la MAPK, MAPK: proteina quinasa activada por
mitégenos , ET-l:endotelina 1, VCAM-1: proteina adhesién celular vascular, E-Selectina: selectina

endotelial)

1.4 Disfuncién endotelial y aterogénesis

Las primeras aproximaciones clinicas, en base a observaciones funcionales, definieron la
disfuncion endotelial (DE) como la imposibilidad del vaso sanguineo de aumentar su
diametro en respuesta a un estimulo conocido (acetilcolina), ocasionado por una generacion
insuficiente de agentes vasodilatadores en el endotelio (59,60). Actualmente, la DE es
considerada como un desorden multifactorial que involucra alteraciones en la vaso
relajacion, perdida de su propiedad anti inflamatoria, anti adhesiva y anti trombotica. A

nivel molecular esto involucra, una biodisponibilidad de ON reducida, un aumento de estrés
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oxidativo, una reduccion de factores de transcripcion de enzimas anti-oxidantes como Nrf2
(61), la produccion de citoquinas y quimioquinas (MCP-1, CD40L), la exposicion y
liberacion de proteinas pro adhesivas (E-Selectina, FVW, siCAM-1), un incremento en la
permeabilidad celular, dada por alteraciones en la arquitectura celular (VE-caderina,
Actina, MMPs) y una activacion en vias de sefializacion, tales como la RhoA/ROCK. Estos
fendmenos, de manera individual o en asociacion, forman parte de la DE (50,62).

La consecuencia asociada a la DE, en la que confluyen las patologias relacionadas, es la
aterogénesis, en la que el endotelio se encuentra en un desbalance pro-coagulante, pro-
adhesivo, altamente permeable, pro-inflamatorio y vaso-constrictor, escenario propicio para
el desarrollo de la placa pro-aterogénica (63,64).

En la dltima década se ha propuesto la interaccion entre los lipidos y el endotelio,
especificamente la posible internalizacion de colesterol y &cidos grasos a la ceélula
endotelial, como parte del fenotipo pro-aterogénico (65).

Mas recientemente, estudios in-vivo e in-vitro han entregado evidencias solidas que la
activacion de RhoA/ROCK desempefia un papel importante en los mecanismos patogénicos
que subyacen a la DE y aterogenesis (66). Aunque en el nivel celular, la relacién entre la
activacion de RhoA / ROCK y la DE esta bien establecida, los datos relativos sindrome

metabolico en los seres humanos es limitada (67, 68).

1.5 RhoA/ROCK como eje de sefializacidn central en la disfuncion endotelial

RhoA es una pequefia GTPasa que ha sido extensamente estudiada en los ultimos 15 afios.
Sus funciones, a nivel celular, han sido ampliamente caracterizadas, en particular la
capacidad de regular la adhesién, migracion, contraccion y proliferacion celular, procesos
dependientes de actina (69). Su blanco rio abajo es ROCK, una serina/treonina quinasa que
fue identificada en 1995, como la primera proteina blanco de RhoA en su cascada de
sefializacion (70). En mamiferos se han identificado dos isoformas de esta quinasa, que se
expresan constitutivamente en las células endoteliales vasculares: ROCK1 (ROKp o
pl60ROCK) y ROCK2 (ROKa o Rho-quinasa). No se han estudiado en detalle los
procesos de regulacion, entre ambas isoformas, pero por su nivel de homologia (92% en el
dominio quinasa), es ampliamente aceptado que la expresion de una es compensada por la

otra y que se encuentran interrelacionadas (71).
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Esta via de sefializacion interacciona con las vias ERK, Akt y SRC, generando multiples
alteraciones en la fisiologia celular, destacando la remodelacion del citoesqueleto y la
pérdida de integridad de la monocapa celular (71). A su vez, la activacién de RhoA/ROCK
produce una inhibicion de la fosfatasa de la cadena liviana de miosina (MLC) produciendo
un aumento en la fosforilacion de la proteina blanco de la fosfatasa de la miosina (MYPT),
por lo que resulta de gran utilidad este proceso para la medicion de la actividad de
RhoA/ROCK (72). Este eje de sefializacion estd involucrado en multiples cambios que
sufre el endotelio hacia una disfuncién: aumento de la permeabilidad, contraccion,
motilidad, polaridad y morfologia celular (73).

En relacion a los mecanismos por los que RhoA/ROCK podria producir dafio endotelial, la
evidencia muestra que la eNOS es regulada negativamente por RhoA/ROCK a nivel de
expresion (vida media del mRNA), de la fosforilacion directa de la enzima en la serina
1177 y de la inactivacion de la via PI3K/AKkt en asociacion con la fosfatasa PTEN (esquema
2A) (modificado de 66, 71).

La sobre activacion de la via RhoA/ROCK se ha asociado con multiples patologias, tales
como la diabetes, la HTA y la ateroesclerosis (74).

En modelos experimentales de diabetes se ha observado una correlacion positiva entre la
via RhoA/ROCK vy los niveles de ROS. Se han propuesto ciertos mecanismos indirectos,
tales como la sobre activacion de la arginasa por medio de la sefializacion RhoA/ROCK
que produce una disminucion en los niveles de L-arginina, un desacoplamiento de eNOS y
la produccion de ROS (figura 2B) (75).

En el laboratorio de Hemostasia y Trombosis, el grupo del Dr. Pereira y Dra. Sdez han
estudiado la sefializacion de RhoA/ROCK en relacion a enfermedades crdnicas asociadas a
aterosclerosis acelerada y mayor riesgo de contraer enfermedades cardiovasculares tales
como el consumo crénico de cocaina (76). Esto también ha sido estudiado por Jalil y
colaboradores, utilizando la activacion del eje Renina-Angiotensina como efector del dafio
cardiovascular (77).

Adicionalmente, y relacionado con disfuncién endotelial, la sobre activacion de
RhoA/ROCK se relaciona con la inflamacion y trombogénesis, mediada por el dafio
endotelial (esquema 2B) (modificado de 66,71).
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Esquema 2. A) Via de sefializacion de RhoA/ROCK en el endotelio y su efecto sobre la produccion de ON y
ROS. B) Modelo de los efectos cardiovasculares de la sobre activacion de RhoA/ROCK y los componentes

que inducen DE.

1.6 Asociacién entre RhoA/ROCK, DE y SM

Los estudios actuales que asocian ciertas caracteristicas del SM y la via RhoA/ROCK en el
contexto cardiovascular, se han centrado en el modelo de rata transgénica obesa (Zucker),
la infusion del inhibidor de la via RhoA/ROCK (Fasudil) y la cuantificacion de parametros
fisiolégicos como la presion arterial y la respuesta vaso-constrictora a un estimulo
determinado (78, 79), todos estos estudios han utilizado modelos donde las patologias tales
como la diabetes tipo 2, la obesidad y la hipertension ya son clinicamente establecidas,
considerando un ventana temporal tardia.

Existen pocos estudios que relacionen la activacion de RhoA/ROCK y el SM. Liu y
colaboradores (80) describieron la sobre activacion de RhoA/ROCK en sujetos con SM de

edades avanzadas con patologias asociadas tales como diabetes e HTA, por otra parte,



Schinzari y colaboradores (81) demostraron que la administracion de Fasudil a sujetos con
SM por sobre 50 afios, mejora la respuesta vasodilatadora frente a una hiperinsulinemia
local inducida. Sin embargo, estudios que relacionen la activacion de RhoA/ROCK con
marcadores de dafio endotelial en sujetos jovenes con SM en desarrollo, no se han

reportado adn.

1.6 Intervenciones terapéuticas en SM

En clinica existen multiples intervenciones terapéuticas para aminorar el dafio causado por
el SM, algunas de ellas son la reduccion de peso, el cambio en los habitos de alimentacion,
y el control de la glicemia entre otros. En conjunto, estas estrategias, evitarian la progresion
de la patologia pero no seria suficiente para revertir el deterioro vascular (82).

En términos farmacoldgicos, las medidas se han centrado en reducir el colesterol lo que a
su vez aumenta los niveles de ON por su capacidad de prolongar la vida media del mRNA
para eNOS (83), lo que no ha sido probado en el SM.

En la ultima década se ha estudiado la via RhoA/ROCK como blanco terapéutico para
evitar los efectos nocivos de su activacion. Dos estudios clinicos recientes, en sujetos
adultos mayores con enfermedad coronaria, han demostrado que Fasudil mejora la
vasodilatacion, esto apoyado con su capacidad de aumentar la biodisponibilidad de ON y de

disminuir los lipidos plasméticos (84-87).

1.7 Formulacion del problema

Nuestro estudio esta enfocado en el grupo de adultos jovenes que consulta por sobrepeso y
que es diagnosticado con SM por presentar ademas, aumento de la circunferencia
abdominal y alteraciones en el perfil lipidico en un andlisis de rutina, pero que no presenta
sintomas clinicos de enfermedades asociadas como diabetes tipo 2 e HTA. Posterior a la
caracterizacion de los sujetos evaluamos, en un modelo in-vitro de HUVEC, la
participacion de tres moléculas que se encuentran elevadas en estos sujetos, como
inductoras de dafio endotelial mediado por la activacion de RhoA/ROCK. En un modelo
animal de rata alimentada con dieta alta en grasa rica en AP, evaluamos la participacion de

RhoA/ROCK en el desarrollo del SM y en particular la presencia de los marcadores de DE.
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Consideramos que los resultados de esta tesis entregan evidencias sobre la participacion de
RhoA/ROCK en las alteraciones relacionadas a la DE asociadas a SM y demuestran el rol
del AP, IL-6 e insulina como componentes que, al estar elevados en pacientes con SM,

promueven DE.

2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
IL-6, insulina, AP son moléculas que se encuentran elevadas en sujetos con SM sin diabetes
tipo 2 o hipertension arterial, e inducen DE mediada por la activacion de RhoA/ROCK.

Objetivo general

Determinar en sujetos con SM, la presencia de niveles elevados de IL-6, insulina 'y AP, la
activacion de RhoA/ROCK vy la presencia de marcadores de disfuncion endotelial y evaluar
el rol de la activacion de RhoA/ROCK como mecanismo asociado al dafio endotelial

inducido por estos componentes.

Con el fin de abordar el objetivo, se puso a prueba la hipotesis en 3 modelos
experimentales:

Ex-vivo (estudio en sujetos con SM): evaluar moléculas elevadas en sujetos jovenes con
SM y sobre activacion de RhoA/ROCK

In-vitro (cultivo celular): estudiar la participacion de RhoA/ROCK en el dafio endotelial
inducido por tres moléculas que se encuentran elevadas en sujetos con SM y que se
relacionan con el estado glucidico, lipidico e inflamatorio (insulina, AP e IL-6,
respectivamente).

In-vivo (modelo de SM inducido por dieta rica en AP): corroborar nuestras observaciones
de la participacion de la via RhoA/ROCK en el SM, en un modelo animal con intervencién

farmacoldgica.

34



Objetivos especificos

Objetivo especifico 1
Evaluar en sujetos jovenes con SM la presencia de parametros bioquimicos y marcadores

que den cuenta de un dafo endotelial hacia un fenotipo pro-aterosclerotic.

Objetivo especifico 2
Evaluar el efecto de la combinacion de AP, IL-6, e insulina en las células endoteliales in-

vitro.

Obijetivo especifico 3
Evaluar en un modelo animal de SM inducido por una dieta alta en grasas y rica en AP, la
participacion de RhoA/ROCK en la progresion del cuadro patoldgico y la presencia de

marcadores de DE.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1 Sujetos de estudio y disefio experimental del objetivo 1
Se reclutaron 32 sujetos, sexo masculino, entre 21-41 afios, en un estudio caso-control que,
de acuerdo al examen médico, se diagnosticaron con SM por cumplir los siguientes tres
parametros de la guia ATPIII (2): (a) circunferencia de cintura > 102 cm, (b) hiper-
trigliceridemia > 150 mg/dl, (c) bajos niveles de HDL < 40 mg/dl. En forma paralela, se
reclutaron sujetos controles pareados en edad y sexo, sin caracteristicas SM. Los
parametros de exclusion del estudio incluyeron, sintomas o historial clinico de condiciones
relacionadas a DE tales como apnea del suefio, cancer, retinopatias, enfermedad renal
cronica o enfermedades neuro-degenerativas. Adicionalmente, ninguno de los sujetos con
SM o controles se encontraban tomando estatinas, aspirina o anti inflamatorios al momento
del estudio; ademas se consider6 como criterio de exclusion cualquier tratamiento
farmacoldgico o dietas suplementadas con vitaminas. El tabaquismo fue equivalente entre
sujetos SM y controles (40%) Todos los participantes reportaron nivel educacional
universitario y firmaron un consentimiento informado incluido en el protocolo del estudio,
aprobado por el comité de ética de la Universidad Catdlica de Chile (#13-190, 16/01/14).
La circunferencia de cintura se midid en el punto mas angosto entre las crestas iliacas y el
punto mas bajo en la caja toracica en el punto de espiracion normal. Se considerd > 120 cm
e IMC > 40 como valores limites para el estudio. Las presiones sistélica y diastolica fueron
medidas en los sujetos sentados, utilizando un esfigmomanometro de mercurio. Los sonidos
fase 1 y V de Korotkoff fueron usados para este proposito.
Para este estudio y de acuerdo a las guias ATPIII, se establecié como hipertensién una
presion sistolica > 140 mm Hg, presion diastdlica > 90 mm Hg, y/o tratamiento anti
hipertensivo en curso. Al momento de ingresar, los sujetos con SM no estaban con

tratamiento alguno.

3.1.1 Determinaciones de Laboratorio

En los sujetos voluntarios, la sangre venosa se colectd por puncién no traumatica
antecubital en tubos recubiertos con ACD-A (anticoagulante Acido-citrato-dextrosa) (1:10,
vol/vol). Todos los individuos reclutados estuvieron en ayuna por 12h antes de la coleccion

de la muestra. El plasma libre de plaquetas (PFP del inglés platelet free plasma) se obtuvo
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tomando los dos tercios superiores del plasma rico en plaquetas, luego se centrifugo a 150g
por 10 minutos seguido de una segunda centrifugacion a 14.000g por 8 minutos.

El suero de los voluntarios humanos se obtuvo en tubos sin anticoagulante, el que se incubd
por 15 minutos a temperatura ambiente seguido por una centrifugacién a 3000rpm por 5
minutos. Los perfiles bioguimicos y lipidicos, la insulinemia y el hemograma se midieron
en el Laboratorio Clinico Central de la Red Salud UC Christus.

En plasma se realizaron mediciones de generacion de trombina (descrito en 3.1.2), ON
(descrito en 3.5), marcadores de estrés oxidativo (descrito en 3.6), citoquinas y marcadores
de DE (descrito en 3.7). En suero se realizaron mediciones de MMPS (descrito en 3.8) y
FAME (descrito en 3.1.4).

3.1.2 Generacion de trombina

La generacion de trombina fue medida en PFP siguiendo el protocolo previamente descrito
(88). Ochenta microlitros de PFP se mezclé con 20uL de PPP-Reagent 5pM Factor Tisular
(Thrombinoscope bv, Maastricht, Holanda) en duplicado y luego se incub6 con 20 pL de
FIuCA-kit fluo-sustrato (Thrombinoscope bv, Maastricht, Holanda) en una proporcion
1/200 v/v en buffer de generacién de trombina (200mM HEPES, 140mM NaCl, 100mM
CaCl> pH=7,35). El software Synapse BV (Thrombinoscope bv, Maastricht, Holanda)
integro la curva e interpolo los datos desde una curva de calibracion de trombina. Se
midieron los pardmetros estandares de un trombinograma (esquema 3).
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Esquema 3. Curva estandar de generacion de trombina mostrando los parametros principales de medicion
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3.1.3 Determinacion de la actividad de RhoA/ROCK en leucocitos

En un tubo coénico de 50mL se depositaron 10 mL de sangre extraida en tubos con EDTA,
sobre 10 mL de histopaque 1077 (Sigma 10771, St. Louis, Missouri). Se centrifugd a 4009
por 20 minutos a 25°C. Se separo la fraccion de células mononucleares, identificada como
un anillo blangquecino ubicado en el tercio superior del centrifugado. Este se traspaso a un
tubo de 15 mL el cual se completé con PBS hasta 14mL. Se centrifug6 a 900g por 10
minutos a 25° y el precipitado se resuspendio en 1mL de PBS el cual se traspaso a un tubo
de 1,6 mL. De esta suspension, 10uL se pusieron en cdmara de Neubauer y se conto el
numero de células que contenia. La otra fraccion se centrifugé a 900g por 5 minutos a
25°C. El sobrenadante se descart6 y el precipitado se resuspendio en 400uL de solucion de
lisis RIPA (Tris-HCI 20mM, NaCl 150mM, Na;EDTA 1mM, EGTA 1mM, NP-40 1%). Se
incubd por 15 minutos en hielo y luego se centrifugdé a 10.000g por 15 minutos y 4°C, se
recupero el sobrenadante correspondiente a las proteinas solubilizadas de los leucocitos y el
precipitado se descart6. Este sobrenadante incubd en RIPA con inhibidores de proteasas (1
mg/mL &cido aminocaproico, 1 mg/mL benzamidina, 0,2 mg/mL SBTI y 3 mmol/L PMSF)
e inhibidores de fosfatasas (0,012 mg/mL ortovanadato de sodio 4.46 mg/mL pirofosfato de
sodio y 4.2 mg/mL fluoruro de sodio). La concentracion de proteinas se determindé por el
método de Bradford #500-0006 siguiendo el procedimiento establecido por el proveedor
(BIO-RAD, California, USA). Luego, 30 ug de proteinas de lisados se separaron por
electroforesis en gel al 10% SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE) seguido por un western blot
para la evaluacion densitométrica de p-MYPT y MYPT (descrito en 3.4).

3.1.4 Perfil Fatty Acids Methyl Esters (FAME)

La composicién de acidos grasos en suero de 6 sujetos con SM, seleccionados al azar y sus
controles, se determinG por cromatografia de gas GC 6000 Vega Serie 2 (Carlo Erba
Instruments, Wigan, Manchester). Se utilizaron los estandares de un ensayo comercial (Nu-
Chek Perp Inc, Elysian, Minnesota). Los resultados se expresaron en porcentaje de metil-
esteres en relacion al total de &cidos grasos encontrados en la muestra. El analisis FAME
fue realizado por el laboratorio de Nutricion Molecular de la Facultad de Ciencias

Bioldgicas, Pontificia Universidad Catdlica, Santiago, Chile.

38



3.2 Preparacion de HUVEC y disefio experimental del objetivo 2

Las células endoteliales de la vena umbilical humana (HUVEC) se obtuvieron desde
cordones umbilicales de madres y neonatos sanos por digestion con colagenasa tipo I,
siguiendo el conducto regular del comité Etico Cientifico de la Facultad de Medicina de la
Pontificia Universidad Catolica, asociado a la certificacion otorgada al proyecto Fondecyt
1141051. Las células se crecieron sobre placas cubiertas de gelatina con medio de cultivo
base M199 que contiene 10% de suero fetal de bovino (SFB) y factores crecimiento de
célula endotelial (Promocell), Gentamicina 0,003% y Penicilina/Estreptomicina 0,01%, a
37°C, 5% CO,. Las células se dividieron hasta pasaje 2 0 4 en que se realizaron los
estudios. Las células cultivadas se trataron con niveles elevados de insulina 100nM (54)
(Calbiochem, disuelta en PBS 1X estéril) 1L-6 4pg/mL (29) (Sigma, Sto. Louis, Missouri,
disuelta en medio base) y/o AP 0,5mM (41) (Sigma, Sto. Louis, Missouri) en base a la
revision bibliogréafica relacionada al SM o con la solucion vehiculo (solucién 8% Ethanol y
5% BSA) por 2h, 5h, 8h y 24h en un medio con 2% SFB. Se realizaron experimentos en
paralelo en presencia del inhibidor de la via RhoA/ROCK Y-27632 10 uM (Sigma, Sto.
Louis, Missouri). Luego de la incubacién se colectd el sobrenadante del cultivo celular y se
centrifugd a 1500 rpm por 5 min para analisis posteriores.

El lisados celulares se evalu6 la activacion de RhoA/ROCK, Akt y ERK por western blot
(descrito en 3.4), la actividad de MMPs (descrito en 3.8), los niveles de Nrf2, E-selectina
(descrito en 3.4), la actividad pro-coagulante (descrito en 3.2.3) y los triglicéridos
intracelulares (descritos en 3.9).

En el sobrenadante de las células previo (pre) y posterior (post) al estimulo, se midié ON
(descrito en 3.5), ROS (descrito en 3.6), MMPs (descrito en 3.8), marcadores de DE e
inflamacion (descrito en 3.7). El valor final es la sustraccidn entre el valor obtenido en el

sobrenadante post menos pre.

3.2.1 Inmunofluorescencia y tinciones en células
Las células se sembraron en placas de 24 pocillos con un cubre objetos de vidrio de 12mm
de didmetro por pocillo, y se dejaron crecer hasta obtener sobre un 90% de confluencia.

Posteriormente se lavaron con PBS (NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, NaH>PO4 8,3 mM,
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KH;PO4 1,5 mM) y se fijaron con paraformaldehido 3,4% por 5 min. Se volvieron a lavar
con PBS, 3 veces por 2 minutos, y se permeabilizaron con PBS-Triton X-100 0,05% por
Imin. Luego se bloque6 con BSA 10%, NGS (Normal Goat Serum) 1% y Gelatina 1% por
2 horas a temperatura ambiente. Posteriormente se incubd con anticuerpo primario anti VE-
caderina (Cayman Chemical, Michigan USA, 1:50 en solucion de bloqueo), anti FVW
(Dako, Agilent technologies, Carpinteria, California, USA 1:250 en solucion de bloqueo),
SZ2 (1:250 en solucién de bloqueo) o se realizaron las tinciones de Faloidina-Rodamina
(1:500 en solucién de bloqueo por 2 horas), LipidTox (0,05mg/mL en PBS por 10
minutos), o Filipina (0,05mg/mL por 30 minutos). Para las inmuno-fluorescencias se
incubd con el anticuerpo primario toda la noche a 4°C y se volvio a lavar 3 veces con PBS.
Después se incubd con anticuerpo secundario, conjugado con sonda fluorescente por 1 hora
a temperatura ambiente, en oscuridad. Se lavd con PBS, se mont6 en medio de montaje
(Dako, Agilent technologies, Carpinteria, California, USA) y se mantuvo a 4°C hasta ser
analizado en un microscopio de fluorescencia. La tincion Sudan IV se realizd en el
laboratorio de Anatomia Patologica de la red Salud Christus UC siguiendo el

procedimiento descrito en 3.3.1.

3.2.2 Citometria de flujo

Se trataron las células por 24h con las diferentes condiciones, luego se despegaron con
tripsina concentracion 2,5gr/L, se centrifugaron a 3000rpm por 5 minutos. Las células se
resuspendieron en 400uL de PBS y se separaron en alicuotas de 100 puL. Dos alicuotas se
incubaron por separado con isotipo Phycoerythrin (PE) o anticuerpo anti CD146 conjugado
con el fluorocromo PE (Becton Dickinson, Franklin Lakes, New Jersey) por 25 minutos a
temperatura ambiente. Luego las alicuotas se lavaron con PBS por medio de centrifugacion.
Finalmente se re-suspendieron en 250uL de PBS y el nimero de eventos se leyo con el

equipo ACCURI C6 Flow Cytometer (Becton Dickinson, Franklin Lakes, New Jersey).

3.2.3 Actividad pro-coagulante en lisados celulares

La actividad de FT se midio por activacion enzimatica de Factor X (FX) y la lectura usando
un sustrato cromogénico. Brevemente, se cargaron 70uL de lisado celular obtenido en b-
octil con 20uL de FX (1,2 Ul/mL) (HYPTHEN BioMED, Neuville-sur-Oise, France), 20uL
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de FVIla (1,2 Ul/mL) (American Diagnostica, Lexington, Massachusetts) 20uL de CaCl>
(256mM) y 40uL de sustrato cromogénico BIOPHEN CS-11 (Aniara, West Chester, Ohio)
en una placa de ELISA. Posteriormente se incub6 a 37°C y se midi6 cada 30 minutos a una
absorbancia de 405nm en el equipo Multiskan FC microplate photometer (Thermo Fisher
Sci., Waltham, Massachusetts). La cantidad de FXa generado se obtuvo interpolando los
valores a partir de una curva estandar realizada con FXa a concentraciones conocidas: 17,
85, 170, 850, 1700, 8500, 17000 pmol/mL. Los valores fueron normalizados por pg de

proteina cuantificado en el lisado por Bradford.

3.2.4 Adhesion plaquetaria a la superficie de HUVEC en ensayo estatico
3.2.4.1 Obtencion de plaguetas lavadas

La extraccion de plaquetas se realizd por puncion en el antebrazo de sujetos sanos, y se
recolectd sangre venosa en presencia de anticoagulante ACD (dextrosa 2,4% p/v y citrato
de sodio 2,2% p/v) con prostaglandinas E1 (PGE-1, 1uM). Las muestras se centrifugaron a
200g por 9 min a 4°C, recuperandose la fase superior correspondiente al plasma rico en
plaquetas (PRP). Esta fraccion se volvid a centrifugar a 1.500g por 8 min a 4°C para
obtener las plaquetas. El precipitado se re-suspendi6 en solucién Tyrode de lavado (NaCl
137 mM, KCI 2mM, MgCl, 2mM, NaHCO3z 12mM, Na,HPO4 0,35mM, BSA 1%, glucosa
5,5 mM, PGE-1 56nM, pH 6,2) y se centrifugd 3 veces a 200g por 9 minutos (para remover
los monocitos y eritrocitos contaminantes), recuperandose el sobrenadante en cada ocasion.
Finalmente, se centrifugd a 1.500g por 9 min a 4°C vy el precipitado se re-suspendi6 en
solucién Tyrode. El nimero de plaquetas se determiné en el equipo Culter Counter Z1. Se
agregaron 107 plaquetas por pocillo (placa de 24 pocillos) para la co-incubacion con
HUVEC.

3.2.4.2 Ensayo de adhesion
Las HUVEC se incubaron con los estimulos anteriormente mencionados y se co-incubaron
con 1x10 7 plaquetas por 20 minutos. Se extrajo el medio de cultivo y se lavé la preparacion
tres veces con PBS para eliminar las plaquetas no adheridas. Se fijaron las HUVEC con

formaldehido (Merck, Whitehouse Station, New Jersey) al 3,7% v/v en PBS y se
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permeabilizo con Triton X-100 al 0,1% (Sigma-Aldrich, Sto. Louis, Missouri) (v/v en PBS
1X). La preparacion se inmunotifié siguiendo el protocolo descrito en 3.2.1.

3.3 Modelo animal Sindrome Metabdlico y disefio experimental del objetivo 3

Se obtuvieron 24 ratas macho Sprague-Dawley, de 4 semanas (100 + 1,9 gramos), desde el
Bioterio de la Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad de Chile y se mantuvieron
en las instalaciones de la Facultad de Ciencias Biologicas de Universidad Catolica por 14
semanas. 12 ratas se alimentaron con la dieta comercial OpenSource D12492, alta en grasas
(60% Kcal/grasas) y rica en acido Palmitico (49,99%) por 14 semanas, mientras que las
otras 12 ratas recibieron una dieta control D12450J (10g% acidos grasos). Durante las 2
ultimas semanas de dieta se administr6 Fasudil 100mg/kg/dia (diluido en suero, en un
volumen final de 0,2 mL), via oral, a un subgrupo de 6 ratas con dieta control y a otro de 6
ratas con dieta alta en grasas. Finalizado el experimento las ratas se sacrificaron bajo
anestesia por sobredosis de Xilaxina/Ketamina, siguiendo los protocolos aprobados por la
comision de Bioética y Bioseguridad de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de nuestra
universidad (CBB-210/2013).

3.2.1 Medicion de parametros fisioldgicos
Durante el periodo de tratamiento se midié semanalmente el peso y tasa de alimentacion.
Cada tres semanas se evalud la presion por el sistema CODA tail-cuff, los triglicéridos
(Cardiocheck) y la glucosa (Accucheck) utilizando una gota de sangre obtenida por puncion
de las venas de la cola. La ganancia de peso se definié como la sustraccién entre el peso

obtenido en la semana X2 menos el peso de la semana anterior Xj.

3.2.2 Mediciones en suero
Post sedacion Xilaxina/Ketamina el animal se desangrd por puncion ventricular y el suero
se obtuvo en tubos sin anticoagulante, el que se incubd por 15 minutos a temperatura
ambiente seguido por una centrifugacion a 3.000rpm por 5 minutos. Los perfiles
bioquimicos y lipidico, se midieron en el Laboratorio Clinico Central de la Red Salud UC

Christus. En el suero de los animales se midié ON (descrito en 3.5), marcadores de estrés
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oxidativo (descrito en 3.6), marcadores de inflamacion y DE e insulina por ELISA (descrito
en 3.7) y MMPs (descrito en 3.8).

3.2.3 Determinaciones en tejidos

Se colectd un segmento de la aorta, un fragmento de higado, el corazon y los rifiones.

Las aortas fueron lisadas en RIPA (Tris-HCI 20mM, NaCl 150mM, Na;EDTA 1mM,
EGTA 1mM, NP-40 1%) con inhibidores de proteasas (1 mg/mL acido aminocaproico, 1
mg/mL benzamidina, 0,2 mg/mL SBTI y 3 mmol/L PMSF) e inhibidores de fosfatasas
(0,012 mg/mL ortovanadato de sodio 4,46 mg/ml pirofosfato de sodio y 4,2 mg/mL
fluoruro de sodio). La concentracion de proteinas se determind por el método de Bradford.
30 ug de proteinas de lisados se separaron por electroforesis en gel al 10% SDS-
poliacrilamida (SDS-PAGE) seguido por un western blot para la evaluacion densitométrica
de p-MYPT/ MYPT, p-Akt,/Akt, p-ERK/ERK, p-eNOS/eNOS, E-selectina/ERK (descrito
en 3.4) y actividad de MMPs (descrito en 3.8). Adicionalmente se cuantifico, en lisados de
aortas, el contenido de triglicéridos (descrito en 3.9).

Parte de los tejidos se congel6 en nitrogeno y se mantuvo a -80°C para posterior analisis de
proteinas y parte del tejido se fijo en solucion de PFA 4% o solucion de Bouin y se incluyo
en parafina y se uso en estudios histoldgicos por cortes de 5 um en micrétomo. Otra parte
del tejido se incluyé directamente en OCT sin fijacion y se uso en estudios histolégicos por

cortes en criostato de 4 micras.

3.3.1 Histoquimica en aortas y corazon

Los tejidos se fijaron en PFA al 4%, se incluyeron en parafina y posteriormente se
realizaron cortes de 5 micras con microtomo. Otro segmento del tejido se fijo en OCT y
guardd a -80° para posteriores cortes a 4 micras en criostato. Las tinciones Hematoxilina-
Eosina, Sudan IV, Lipid Oil Red, Von Gieson, PAS y las inmuno-histoquimicas para
macrofagos y mieloperoxidasa, las realizo el laboratorio de Anatomia Patoldgica de la Red

Salud UC Christus, siguiendo los protocolos internos (89).
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3.4 Electroforesis y Analisis por Western Blot

Se determinaron los niveles relativos de p-MYPT (Cyclex, Woburn, Massachusetts),
MYPT (BD Transduction Laboratories, Becton, Dickinson and Co, Franklin Lakes, New
Jersey), p-Akt (Cell Signal Technology, Danvers, Massachusetts), Akt (Santa Cruz
Biotecnology, Dallas, Texas), p-ERK (Santa Cruz Biotecnology, Dallas, Texas), ERK
(Santa Cruz Biotecnology, Dallas, Texas), p-eNOS (BD Transduction Laboratories, Becton,
Dickinson and Co, Franklin Lakes, New Jersey), eNOS (BD Transduction Laboratories,
Becton, Dickinson and Co, Franklin Lakes, New Jersey), E-Selectin (Ancell, Bayport, MN)
y Nrf2 (Santa Cruz Biotecnology, Dallas, Tezas) utilizando los anticuerpos anteriormente
mencionados. Las células endoteliales, los homogenizados de aortas o los leucocitos se
lisaron en RIPA (Tris-HCI 20mM, NaCl 150mM, Na;EDTA 1mM, EGTA 1mM, NP-40
1%) con inhibidores de proteasas (1 mg/mL acido aminocaproico, 1 mg/mL benzamidina,
0,2 mg/mL SBTI y 3 mmol/L PMSF) e inhibidores de fosfatasas (0,012 mg/mL
ortovanadato de sodio 4,46 mg/mL pirofosfato de sodio y 4,2 mg/mL fluoruro de sodio). La
concentracion de proteinas se determind por el método de Bradford. 30 pg de proteinas de
lisados se separaron por electroforesis en gel al 10% SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE) por
2h a 60V. Las proteinas se electrotransfirieron a una membrana de PVDF de poro 0,45 pum,
la que posteriormente se bloqued con 5% leche descremada, 1% BSA en PBS con 0,05%
Tween 20 a temperatura ambiente por 4h. Luego, las membranas se incubaron toda la
noche a 4°C con anticuerpo primario diluido en PBS-Tween 20 y 1% BSA (1:500), seguido
por 4 lavados de 15 minutos a temperatura ambiente con PBS-Tween 20. Luego las
membranas se incubaron con anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa diluido en
PBS-Tween 20 y 1% BSA (1:1.000) (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas) por 1h a
temperatura ambiente. La inmuno-reactividad de las bandas se visualiz6 utilizando un
reactivo quimio-luminiscente (Western Lightning, Perkin Elmer) siguiendo el
procedimiento descrito por el proveedor y la deteccion se obtuvo con el equipo Chemidoc-
IT Imaging System (UVP LLC, Upland, California). Cada membrana se cuantifico por
densitometria con el programa Scionimage (NIH, Bethesda, Maryland).

3.5 Medicion de Oxido Nitrico
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La concentracion de nitratos, como indicador de la produccion de ON se midié en plasma
humano desproteinizado, medio de cultivo de células y suero desproteinizado de ratas, por
la reaccion de Griess siguiendo el protocolo estandar del ensayo comercial Nitrate/Nitrite
Colorimetric Assay Kit #780001 (Cayman Chemical, Michigan USA). Brevemente, 100uL
de la muestra se mezclaron con 15ul. de reactivo Griess (0,1% dihidrocloruo de
naftilenediamina en agua destilada, 1% sulfanilamida y 5% é&cido ortofosforico
concentrado) y se incubd a temperatura ambiente por 30 minutos. La concentracion de
nitritos se determind midiendo la absorbancia con el lector Epoc Microplate e interpolando
los valores en base a una curva estandar de nitrato de plata.

La previa deproteinizacion de plasmas y sueros se realiz6 con unidades de ultra filtrado
Amicon Pro (Merck Millipore) 30000 NMWL.

3.6 Cuantificacion de marcadores de estrés oxidativo

Los niveles de Sustancias Reactivas de &cido Tiobarbitirico (TBARS) se estimaron en
plasma, extracto celular (sobrenadante mas lisado) o suero. Brevemente, 100 uL de la
muestra fue mezclado con 50 uL de SDS (8% w/v), 375 uL de &cido tiobarbiturico (0.8%
w/v), 375 uL &cido acético (20%v/v) y calentado por 60 min a 90°C. El material
precipitado se removié por centrifugacion a 10.000 rpm por 45 minutos y la absorbancia
del sobrenadante se determind a 532nm. Los niveles de TBARS se calcularon usando una
curva de calibracion con malondialdehido (MDA).

La Oxidacion Avanzada de productos proteicos (AOPP) se midié en plasma de voluntarios
humanos, suero de ratas o extractos celulares. Para esto, 40uL de cada uno de ellos se
diluyo con 150uL de PBS y se incub6 con 20uL de &cido acético glaciar por 15 minutos a
temperatura ambiente. La cuantificacion de la reaccidén colorimétrica con el yoduro de
potasio se realiz6 espectrofotométricamente a 340nm. Los valores se interpolaron en una
curva de calibrado con Cloramina-T.

En células, la produccion de ROS se midié por DCF. HUVEC sembradas en placas de 96
pocillos se incubaron con DCF 10uM por 30min a 37°C en solucion de Earl (140 mM
NaCl, 5 mM KClI, 1,8 mM CaCl,, 0,9 mM MgClz, 25 mM HEPES, pH 7,4). Luego las
células se lavaron dos veces con PBS tibio y se estimularon con IL-6, AP e insulina. La

placa se instalo inmediatamente en un fluorimetro con una longitud de onda de excitacion
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485 y una de emision de 520nm y se midio su fluorescencia por 500 minutos. Se utilizo la

respuesta a la estimulacion con PMA como control positivo del ensayo.

3.7 Medicion de marcadores inflamatorios y de disfuncion endotelial

Los marcadores de inflamacién y de DE se midieron en el PFP humano, el medio de cultivo
de las células y el suero de animales por ELISA: hsPCR, IL-6, TNF-a, TGF-B, sSICAM-1
(R&D Systems, Minneapolis, MN), IL-8 (Bender Medsystems, San Diego, CA), MCP-1
(Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) y sCD40L (eBioscience, San Diego, CA). En el
medio de cultivo de las células, se midio el nivel de acido drico por el método PAP (anélisis
enzimatico colorimétrico para &cido uUrico con factor aclarante de lipidos). Se sigui6 el
protocolo establecido por el ensayo Uric Acid Liquicolor (Human Biochemica und

Diagnostica, Wiesbaden, Germany).

3.8 Determinacion de la actividad de MMP2 y MMP9

Las actividades de MMP 2 y 9 se determinaron por zimografia en sueros humanos,
sobrenadantes y lisados celulares, sueros y aortas de ratas. Brevemente, 40 pg de proteinas
en solucion de carga (2% SDS, 10% glicerol, 0.001% azul de bromofenol, 125 mM Tris—
HCI; pH 6,8) se separaron por electroforesis SDS-PAGE al 8% co-polimerizado con
gelatina al 2% como sustrato. Luego de la electroforesis los geles se incubaron en solucion
Triton X-100 al 2% por 1h a temperatura ambiente. Posteriormente, los geles se lavaron dos
veces con agua Yy se incubaron a 37°C con agitacion suave por 24 horas en tampon Tris—
HCI, pH 7,4, con 10 mM CaClz. Los geles se tifieron con 0,05% Coomassie Brilliant Blue
G-250 y luego se destifieron con solucion metanol 30% v/v y &cido acético 10% v/v.

La actividad gelatinolitica fue detectada como bandas destefiidas frente al fondo azul en la
gelatina. Las bandas se escanearon y midieron desitrométricamente utilizando ImageJ
(http://rsbweb.nih.gov/ij/). La actividad de MMP2 y MMP9 se identifico por la presencia
de bandas sin tincion azul a 72 y 92 kDa, respectivamente.
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3.9 Medicion de triglicéridos en modelo in-vitro e in-vivo

Se analizaron 50uL de extractos de células y de aortas, previamente lisados en RIPA en
presencia de inhibidores, utilizando el ensayo enzimatico colorimétrico Triglyceride
Quantification de BioVision de acuerdo al protocolo especificado por el proveedor. Los
valores de triglicéridos se midieron espectrofotométricamente a 570 nm y se interpolaron
en una curva estandar de triglicéridos. Los valores se normalizaron por microgramo de

proteinas presente en el lisado.

3.10 Analisis estadistico

Los datos se analizaron con Prism version 6 (GraphPad software, La Jolla, California) y se
representaron como media * error estdndar (EE). La normalidad se evalud por el test
Shapiro-Wilk. Las diferencias entre grupos para el estudio en sujetos voluntarios se
analizaron utilizando el test de t paramétrico no pareado. Para los estudios in-vitro e in-
vivo, las diferencias entre las medias de grupos se analizaron por ANOVA no paramétrica de
una via, Kruskal-Wallis post hoc test. La significancia estadistica fue definida como
p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Objetivo 1

Los sujetos consultaron al médico por su preocupacion relacionada a sobrepeso y aumento
de circunferencia abdominal. Al momento de la consulta, no presentaban manifestacion
clinica de otras patologias. Sin embargo, fueron diagnosticados con SM en base a la guia de
diagnostico ATPIII (Metodologia) por posterior hallazgo de laboratorio de dislipidemia
(90).

Los resultados obtenidos en analisis clinicos y de laboratorio se muestran en la tabla 1. El
grupo de sujetos jovenes con SM presenté mayor circunferencia de cintura (CC), no-HDL-
C, LDL-C, VLDL-C, y enzimas hepaticas, comparado con los sujetos control. A pesar que
los sujetos con SM presentaron presion arterial (sistélica y diastélica) mayor a los
controles, éstas no superaron los 140mmHg y 90 mmHg que se considera HTA (20).
Interesantemente, los sujetos SM presentaron niveles plasmaticos de &cido Urico elevados
dentro de los rangos normales y de creatinina disminuidos (p<0,05) comparado a controles.
Por otro lado, a pesar de no mostrar diferencias en los niveles de glucosa preprandial los
sujetos con SM presentaron niveles elevados de HOMA-IR y de insulina en comparacion a

controles, aunque dentro de niveles de normalidad para este ultimo.

Adicionalmente los sujetos con SM mostraron un mayor potencial endégeno de trombina
(ETP) y peak de trombina en comparacion a los controles. Otros parametros como Lag time
y time to peak no fueron significativamente diferentes entre los grupos (datos no
mostrados).

Parametros hemostaticos tales como recuento plaquetario y hemograma no mostraron

diferencias significativas entre sujetos con SM y controles (tabla 1).

4.1.2 Marcadores de inflamacion y estrées oxidativo

Como se muestra en la tabla 2, los sujetos con SM presentaron un incremento significativo,
en comparacion a los sujetos sanos, en los niveles de marcadores de estrés oxidativo
(TBARS y AOPP) y de inflamacién (hsPCR, IL-6 y sCD40L). Otras citoquinas tales como
TNF-a y TGF-B no mostraron diferencias significativas entre sujetos SM y controles (tabla

2) y en ambos grupos de individuos la IL-8 no fue detectable.

48



Tabla 1. Caracteristicas clinicas, bioquimicas y antropométricas de la poblacion estudiada

Controles SM p
(n=25) (n=32)
Edad(afios) 31,3+1,3 31,5+0,8 0,89
IMC (Kg/m?) 23,7£0,4 33,6+1,2 <0,0001
CC (cm) 86,5+1,1 107,6+1,7 <0,0001
PS (mmHg) 121,6+2,1 137,5+2,7 <0,0001
PD (mmHg) 69,1£1,6 81,6+1,6 <0,0001
TG (mg/dL) 81,6%6,1 229,6+21,8 <0,0001
No-HDL-c 115,145,2 172,2+11,4 <0,0001
HDL-c (mg/dL) 55,8+3,1 39,1+1,1 <0,0001
LDL-c (mg/dL) 99,7+4,8 123,6+7,9 0,01
VLDL-c (mg/dL) 16+1,1 46,3+4,8 <0,0001
Glucosa (mg/dL) 80,6+3,1 86,161 0,09
Insulina (WUI/mL) 6,6+0,5 15,8+1,4 <0,0001
HOMA-IR 1,37£0,1 3,46+0,3 <0,0001
SGOT (U/L) 22,4%1,6 30,4+2,9 0,03
ALP (U/L) 69,2+4 86,1+4,7 0,01
Na (mmol/L) 147,240,3 146,8+0,4 0,53
K (mmol/L) 3,8+0,2 3,5+0,08 0,23
Creatinina (mg/dL) 0,8+0,07 0,6+0,06 0,04
ETP (nM de Trombina) 321,9+15,9 344,8+9,9 0,04
Peak de Trombina (nM) 69,5+4,3 74,442 0,08
Acido Urico (mg/dL) 4,9+0,1 6,5+0,1 <0,0001
Recuento plaquetario (xi0 234+7,8 255491 0,09

Tabla 1. Abreviaciones: IMC, indice de masa corporal; CC, circunferencia de cintura; PA, presion sistélica; PD, presion
diastélica. Los siguientes parametros se midieron en plasma o en suero: TG, triglicéridos; No-HDL-c, colesterol no HDL,
HDL-c, lipoproteinas de alta densidad; LDL-c, lipoproteinas de baja densidad; VLDL-c, lipoproteinas de muy baja
densidad; HOMA-IR, homeostasis model assessment-insulin resistance; SGOT, aspartato transaminasa; ALP, fosfatasa
alcalina; ETP, potencial enddgeno de trombina. Todos los datos se expresan como la media = EE. La significancia fue

calculada en base al Test de t.

Tabla 2. Marcadores estrés oxidativo e inflamacién

Controles SM p
(n=25) (n=32)
TBARS (uM) 13+2,5 20,5%£2,9 0,05
AOPP (umol/L) 187,1+14,7 297,7+35,2 0,01
hsPCR (ng/mL) 293,7t£62,8 1475137 <0,0001
IL-6 (pg/mL) 1,240,1 3,6+0,3 <0,0001
sCD40L (ng/mL) 1,7+.1 2,310,14 0,0027
TNF-a (pg/mL) 8+0,7 8,3+1,6 0,86
TGF-B (pg/mL) 69+5,8 69,7+7,7 0,94

Tabla 2. Abreviaciones: hsPCR, proteina C reactiva de alta sensibilidad; TBARS, especies reactivas del acido
tiobarbitrico; AOPP, productos proteicos de oxidacion avanzada. Todos los datos estan representados como media + EE.

La significancia fue calculada en base al Test de t.
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4.1.3 Marcadores de disfuncion endotelial

Los niveles de MCP-1 y siCAM-1 se encontraron significativamente elevados en sujetos
con SM comparados con los controles. Por otro lado, el ON plasmatico se encontro
reducido en este grupo de sujetos en comparacion a los controles sanos. Otros marcadores,
posibles indicadores de dafio endotelial, tales como FVW no presentaron diferencias

significativas entre ambos grupos (tabla 3).

4.1.4 Actividad de RhoA/ROCK 'y MMPs en sujetos con SM y controles

Los sujetos jovenes con SM presentaron niveles elevados en la actividad de RhoA/ROCK
en leucocitos en comparacion a sujetos sanos (3,9 + 1 versus 1,8 £ 0,5 unidades relativas
OD; p= 0,0079) (Figura 1A). Por otro lado, aunque los niveles de actividad de proMMP9 y
MMP2 no fueron significativamente diferentes entre sujetos con SM y controles
(27955+4713 versus 21374+ 3107 unidades relativas OD para proMMP9 y 56648+3918
versus 5116243161 unidades relativas OD para MMP2), se observa una tendencia al

aumento de la actividad de ambas enzimas (p=0,08) (Figura 1B).

4.1.5 Perfil de Acidos Grasos

Como se muestra en la figura 2, se midieron los niveles de 32 4cidos grasos en el suero de 6
sujetos con SM vy sus respectivos controles. Encontramos que el grupo de sujetos con SM,
en comparacion a los controles, presentd niveles elevados de AP (22,6 + 1% versus 17,1 £+
0,9%, p=0.002), acido miristico (0,9 + 0,16% versus 0,3 + 0,13%, p=0,02) y &cido
palmitoleico (2 + 0,27% versus 0,98 + 0,12%, p=0,007). Adicionalmente, entre el grupo de
acidos grasos insaturados, los sujetos con SM presentaron una disminucion en los niveles
de &cido araquidonico (4,88 + 0,35% versus 7,4 = 0,5%, p=0,002), y DHA (1,1 + 0,05%
versus 1,7 = 0,2%, p=0,01) (Figura 2).
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Tabla 3. Marcadores de disfunciéon endotelial

Controles SM p
(n=25) (n=32)
ON (mM) 16,1+2,2 8,8+0,6 0,0009
sICAM-1 (ng/mL) 156,7+5,3 208,8+7,5 <0,0001
MCP-1 (pg/mL) 69,116 131,848,8 <0,0001
VWF PUC (U/dL) 75,8+4,4 78,9138 0,83
VWEF antigénico (U/dL) 73,7+4,8 80,4+3,3 0,25

Tabla 3. Abreviaciones: ON, oxido nitrico; FVW PUC, Factor de Von Willebrand Prueba de Unién a Colageno. Todos los
datos se expresan como media + EE. La significancia fue calculada en base al Test de t.
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Figura 1. Activacion de RhoA/ROCK en leucocitos y actividad de MMPs en suero de sujetos con SM

(A) Cuantificacion de la relacion entre p-MYPT y MYPT de un grupo representativo de sujetos con SM (n=5) y controles
(n=5). Western blots representativos usando 70pg de lisados de leucocitos. (B) Gréafico obtenido en base a la
cuantificacion de la actividad de MMPs. Geles de zimografia representativos de sujetos con SM y sus controles. Se usaron
40pg de proteinas séricas. La tercera linea corresponde a 40ug de lisado de monocitos utilizado como control positivo y

guia de peso molecular. n=12 por grupo. La significancia fue calculada en base al Test de t. **p<0,01.
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4.2 Objetivo 2

En el modelo in-vitro de células endoteliales, se evalud el efecto de tres componentes que
se encontraron elevados en sujetos con SM, a diferentes tiempos de estimulacion. La
estimulacion con IL-6, AP e insulina en conjunto se denomino “triple”. Algunos de los
estudios in-vitro se analizaron ademas con los componentes por si solos, los que se

especifican cuando corresponda.

4.2.1 Actividad de RhoA/ROCK

Como se muestra en la figura 3, en células estimuladas con IL-6, AP e insulina en
concentraciones semejantes a las encontradas en los sujetos diagnosticados con SM de
nuestro estudio, para IL-6 (3,5 pg/mL) e insulina (5,8 uUI/mL equivalentes a 94nM
considerando que 1 Ul corresponde a 0,548mg y que el peso molecular de la insulina es
5808 gr/mol), y en base a los reportes mencionados en la introduccién para AP. Se observo
un incremento en los niveles de la relacion entre p-MYPT e MYPT durante todos los
tiempos de incubacion estudiados, comparado con las celulas control no tratadas,
mostrando un aumento mayor a las 2h y 24h de tratamiento (Figura 3A). La co-incubacion
con el inhibidor de RhoA/ROCK, Y-27632, evitd el aumento de p-MYPT en los 4 tiempos

de estimulacion.

4.2.2 Activacion de Akt y ERK

Los niveles de p-Akt aumentaron significativamente con la triple estimulacion a las 2h, sin
embargo se observé una disminucion de la actividad en todos los tiempos posteriores
(Figura 3B). La inhibicion de RhoA/ROCK con Y-27632 evit6 el aumento producido por la
estimulacion a las 2h llevando los niveles de p-Akt cercanos al control. Por otra parte, a
tiempos mas prolongados de estimulacion (24h) la inhibicion de RhoA/ROCK con Y-
27632 no recupero la actividad de Akt.

La fosforilacion de ERK en HUVEC estimuladas con la triple sigue una tendencia similar a
p-Akt: a las 2h esta significativamente activada, retorna a valores controles a las 5h y luego
decae bajo los niveles control a las 8h y 24h de estimulacion (Figura 3C). Nuevamente, la

co-incubacién con Y-27632, restaurd en un 95% los niveles de p-ERK respecto al control
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en tiempos cortos pero no fue capaz de evitar la reduccion producida por IL-6, AP e
insulina a las 8h y 24h.

Los resultados obtenidos para la actividad de las tres enzimas podrian distinguir dos etapas
generales de respuesta. Antes de las 5 primeras horas de estimulo se observa un aumento de
la actividad de las tres enzimas, sin embargo, a tiempos mas prolongados de estimulo, 8 y
24h, se observa que la actividad de RhoA/ROCK permanece aumentada mientras que la
actividad de Akt y ERK esta disminuida.

4.2.3 Niveles de Oxido Nitrico y actividad de eNOS

La definicion clasica de DE se basa en la reduccion de la biodisponibidad de ON como
producto del dafio endotelial. Se evaluaron los niveles de ON, mediante la medicion del
metabolito final, nitrito, en sobrenadantes de HUVEC a diferentes tiempos de estimulacion.
No se encontraron diferencias en los niveles de ON en células estimuladas con IL-6, AP e
insulina, en combinacion y por si solos (datos no mostrados), a 2h, 5h y 8h. Sin embargo, a
las 24h, los componentes en estudio por si solos y en conjunto, indujeron una reduccion
significativa del ON, la cual se impidi6 por la inhibicion de RhoA/ROCK (Figura 4A).
Simultaneamente, se midié la actividad de eNOS, por medio de su fosforilacion en la serina
1177, en los tiempos de estudio con la triple estimulacion. A las 2h estimulacion se observd
un aumento significativo en los niveles de p-eNOS seguido por una caida sostenida que
finaliz6 con una reduccion significativa a las 24h (Figura 4B). El inhibidor de
RhoA/ROCK, fue capaz de evitar las alteraciones en la fosforilacion de eNOS a las 2h y
24h.,
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Figura 3. Activacion de RhoA/ROCK, Akt y ERK en HUVEC estimuladas por 2, 5, 8 y 24 horas

Cuantificacion de la actividad de: (A) p-MYPT y MYPT, (B) p-Akt y Akt y (C) p-ERK y ERK en HUVEC estimuladas a
distintos tiempos con IL-6, AP e insulina. Los valores se expresan como porcentaje del control y las barras corresponden a
la razén entre la proteina fosforilada y la total. Bajo los gréaficos se muestran fotos representativas de los respectivos

western blots. n=5; ANOVA no paramétrica de una via, Kruskal-Wallis post hoc test. *p<0,05, **<0,01.
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Figura 4. Niveles de Oxido Nitrico y actividad de eNOS en HUVEC estimuladas por diferentes tiempos

(A) Medicion de ON por el reactivo de Griess en sobrenadante de células tratadas por 2, 5, 8 y 24h con la triple
estimulacion. (B) Cuantificacién de la actividad de p-eNOS y eNOS en HUVEC estimuladas a distintos tiempos con IL-6,
AP e insulina. Los valores se expresan como porcentaje del control y las barras corresponden a la razon entre la proteina
fosforilada y la total. Bajo los graficos se muestran fotos representativas de los respectivos western blots. (A) n= 10, (B)

n=5; ANOVA no paramétrica de una via, Kruskal-Wallis post hoc test **p<0,01, ***p<0,001.
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4.2.4 Produccion de Especies Reactivas de Oxigeno en HUVEC

La produccion de marcadores de estrés oxidativo es una caracteristica del dafio endotelial.
Se midié la produccion de ROS en los tiempos 2h, 5h y 8h por medio del método
fluorimétrico con DCF-DA (dihidroclorofluoresceina diacetato) y a 24h colorimétricamente
por la produccion de TBARS (Sustancias Reactivas de &cido Tiobarbiturico) y de AOPP
(Oxidacion Avanzada de Productos Proteicos).

IL-6, AP e insulina de manera conjunta incrementaron los niveles de ROS desde las 2h a
las 8h (Figura 5A), y a las 24h produjeron un aumento significativo en los niveles de AOPP
(Figura 5B) y TBARS (Figura 5C), efecto que no se observa con los componentes por si
solos (datos no mostrados). La co-incubacion con Y-27632 evit6 el aumento de la
produccion de estos productos de ROS.

Adicionalmente, los niveles de Nrf2, un factor de transcripcion clave para la sintesis de
enzimas anti-oxidantes (61), se redujeron significativamente (36.8% respecto al control) en
HUVEC tratadas con la combinacion de los tres componentes en estudio por 24h. Este
efecto se evitd aproximadamente en un 90% por la inhibicién de RhoA/ROCK cuando se
co-incubo con Y-27632 (Figura 5D).
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Figura 5. Produccion de Especies Reactivas de Oxigeno en HUVEC estimuladas con la triple por 2, 5, 8 y 24 horas.
Cinética de la produccion de ROS medido por (A) DCF-DA en células estimuladas desde 2 a 8h, (B) TBARS y (C) AOPP
en extractos celulares (sobrenadante y lisado) luego de 24h de estimulacién con IL-6, AP e insulina. (C) Cuantificacion de
los niveles de Nrf2 y ERK en HUVEC estimuladas por 24h con IL-6, AP e insulina. Las barras corresponden a la razén
entre ambas proteinas y los valores se expresan como porcentaje del control. Bajo los graficos se muestran fotos
representativas de los respectivos western blots. (A-D): n= 4, (B-C) n=3 ANOVA no paramétrica de una via, Kruskal-
Wallis post hoc test **p<0,01, ***p<0,001.

58



4.2.5 Estructura y morfologia celular

En base al efecto de la triple estimulacién en HUVEC a las 24h y a la relacion de la
activacion de RhoA/ROCK con el citoesqueleto celular, se evalué microscopicamente la
morfologia y estructura celular, observandose una alteracion de la mono-capa y una pérdida
de las uniones celulares evidenciadas por inmuno-tincion con VE-caderina. La inhibicion
de RhoA/ROCK por co-incubacion con Y-27632 evitd estos cambios, rescatandose una
mono-capa similar a la formada con células control (Figura 6A). Ademas, la triple
estimulacion indujo una alteracion en las fibras de actina de las células que resulta en un
cambio en la morfologia al compararlas con células control. La presencia del inhibidor de
RhoA/ROCK, ademés de evitar los cambios morfolégicos, indujo un patrén difuso en el
citoesqueleto de actina, descrito previamente por otros autores, luego de la inhibicion
prolongada de la actividad de GTPasas (19) (Figura 6A).

La cuantificacion de los espacios intercelulares mostrd que aquellos producidos por la triple
estimulacion fueron significativamente méas frecuentes que los cuantificados en cultivos
control (Figura 6B).

Para determinar si los cambios morfologicos se debian a una retraccion celular o a anoikis
(apoptosis por células despegadas de la matriz por el posible aumento de MMPs), se
colectd el sobrenadante de los cultivos celulares luego de 24h de estimulacion y se
obtuvieron las células del sobrenadante por centrifugacion las que se marcaron con
anticuerpo anti CD146+ (marcador de células endoteliales) y se cuantificaron por
citometria de flujo. EI nimero de células en el sobrenadante no fue significativamente
diferente entre las condiciones evaluadas (Figura 6C).

Interesantemente, observamos que a las 24 horas la triple estimulacion sobre-activa la via
SRC evaluada por medio de su fosforilacién, efecto que se evita por medio de la inhibicién
de RhoA/ROCK. Estas observaciones sugieren una alteracién en la estructura y adhesién
celula-célula que es mediada por la via RhoA/ROCK (Figura 6D) (20).

Adicionalmente, se midieron los niveles de actividad de MMP2 y MMP9 en sobrenadantes
y lisados de células tratadas con la triple estimulacion por 24h. Los resultados mostraron
que la triple estimulacion redujo la actividad de MMP2 en sobrenadante (Figura 7A) y
aumento los niveles de MMP9 en lisados (Figura 7B). La inhibicién de RhoA/ROCK por
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medio de la co-incubacion con Y-27632 tendio a evitar el efecto de la triple estimulacion
sobre la actividad de las MMPs (Figura 6E).
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Figura 7. Actividad de MMP2 y MMP9

Cuantificacion de zimografias de actividad de metaloproteasas en 35 pg de (A) sobrenadante o (B) lisados provenientes de
células estimuladas por 24h con IL-6, AP e insulina. Las barras representan en (A) el valor obtenido en sobrenadantes
posterior al estimulo menos el valor obtenido previo al estimulo y en (B) las barras corresponden a la razén entre la
actividad de la metaloproteasa y ERK total. Ambas cuantificaciones se expresaron como porcentaje del control. Bajo los
graficos se muestran fotos representativas de las respectivas zimografias. n=4; ANOVA no paramétrica de una via,
Kruskal-Wallis post hoc test *p<0,05, ***p<0,001.
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4.2.6 Niveles de Factor von Willebrand liberado y exposicion de fibras en la superficie
celular

Los resultados mostraron que después de 24h con la triple estimulacién, se produjo un
aumento en los niveles de FVW liberado, medido en el sobrenadante (Figura 8A) y se
indujo la exposicion de fibras de FVW sobre la superficie celular, detectado por
inmunocitoquimica (Figura 8B). La inhibicion de RhoA/ROCK solo redujo la exposicion
de fibras sobre la superficie celular pero no la liberacion de FVW.

De manera inesperada, la estimulacion con AP por si solo produjo un dramatico aumento
en el FVW liberado y en la formacién de fibras comparado al cultivo control e incluso a la

triple estimulacion.

4.2.7 Actividad pro-coagulante en HUVEC vy adhesion plaquetaria a células
endoteliales

Una caracteristica adicional de un endotelio disfuncional es la pérdida de su capacidad
anticoagulante y la adquisicién de un fenotipo pro-coagulante (91). Asi mismo, se ha
descrito que la mayor adhesividad del endotelio a plaquetas constituye un fenémeno crucial
en la DE y aterogénesis. Adicionalmente, el principal mecanismo por el cual se adhieren las
plaquetas al endotelio es a través de su union a las fibras de FVW. ElI modelo in-vitro
permite estudiar estos fendmenos y evaluar su relacién con la activacion de RhoA/ROCK
mediante la inhibicion farmacoldgica.

Como mencionado en la introduccion, la célula endotelial solo expresa factor tisular cuando
se activa, transformandola en pro-coagulante. En este contexto, se evalud la actividad pro-
coagulante (APC) dependiente del factor tisular presente en lisados de células endoteliales
estimuladas, por el ensayo cromogénico, detallado en metodologia. Se observd que la triple
estimulacién por 24h aumenta significativamente la actividad pro-coagulante en lisado de
HUVEC, efecto que no se evitd inhibiendo la actividad de RhoA/ROCK (Figura 9A).

Por otro lado, en un sistema estatico de evaluacion de adhesion de plaquetas a celulas
endoteliales, se observo que la triple estimulacion por 24h incrementa significativamente el
namero de plaquetas adheridas a las células endoteliales, comparado al nimero de

plaquetas adheridas en los cultivos control (Figura 9B). Concordante con la exposicién de
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FVW en la superficie endotelial, la estimulacion con el AP indujo un aumento significativo
de plaquetas adheridas al endotelio.
La inhibicion de RhoA/ROCK, redujo significativamente la adhesion de las plaquetas al

endotelio a cantidades comparables al control.

350
ik
T 1
-
S 300
=
-]
z 250
>
L
o 200
-]
c *
0 o
o —_—
© T-
g =
el
2] = .
20
0 =
IL-6 + + +
Acido palmitico + + - + -
Insulina + + +
Y-27632 _ + .

Figura 8. Niveles de Factor von Willebrand soluble y exposicion de fibras en la superficie celular

(A) Medicion de FVW soluble por ELISA, en sobrenadantes de células tratadas por 24h con IL-6, AP e insulina. (B)
Micrografias representativas, de inmunocitoquimica para FVW, en células no permeabilizadas estimuladas por 24h.
Barras 20um. (A) n=6, (B) n=3; ANOVA no paramétrica de una via,, Kruskal-Wallis post hoc test *p<0,05, ***p<0,001.
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Figure 9. Actividad pro-coagulante en HUVEC estimuladas por 24 horas y adhesion plaquetaria

(A) Cuantificaciéon de ensayo cromogénico para actividad procoagulante (generacion de factor Xa) en lisados de células
obtenidos en B-octil y estimuladas por 24h. (B) Micrografias representativas de inmunocitoquimica para VWF y GP1ba,
en células permeabilizadas estimuladas por 24h y co-incubadas con plaquetas no activadas por 20 minutos. (C)
Cuantificacion de plaquetas adheridas a células endoteliales estimuladas por 24 horas. Barras 50um. n=5 ANOVA no

paramétrica de una via, Kruskal-Wallis post hoc test *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

64



4.2.8 Niveles de MCP-1, sSICAM-1, &cido urico y E-Selectina

La liberacion de mediadores pro-inflamatorios y pro-aterogénicos es otra caracteristica de
la activacion y dafio endotelial que da cuenta de una disfuncion (92). Se evaluaron una serie
de marcadores en sobrenadante de HUVEC estimuladas con IL-6, AP e insulina por 24h
que dieran indicios del estado funcional del endotelio.

La triple estimulacion produjo un aumento significativo en los niveles de MCP-1(Figura
10A), sICAM-1 (Figura 10B) en el sobrenadante, lo que se previene significativamente co-
incubando con Y-27632. Interesantemente, la triple estimulacion indujo un aumento de los
niveles de acido urico en sobrenadante (Figura 10C) y la inhibicién de RhoA/ROCK evitd
significativamente este aumento. Se evalud la liberacion de otros mediadores pro-
inflamatorios como sCD40L, TNF-a. y TGF-B, los que no mostraron diferencias
significativas en relacion a células no estimuladas (datos no mostrados).

Los niveles de E-selectina se midieron en lisados de HUVEC estimuladas por 24 h. La
triple estimulacion aumentd significativamente los niveles de E-selectina, en comparacion a

células control, lo que se evito por medio de la co-incubacion con Y-27632 (Figura 10D).

4.2.9 Almacenamiento de colesterol, lipidos neutros y triglicéridos en HUVEC

El rol del endotelio en el almacenamiento lipidico y las posibles alteraciones que la célula
endotelial pudiera sufrir bajo estimulos relacionados con el metabolismo de acidos grasos,
han sido poco estudiados. Teniendo en consideracion que la triple estimulacion incluye un
acido graso en concentraciones superiores a las presentes en el plasma de sujetos sin SM, se
evalué el contenido lipidico en HUVEC estimuladas con los tres compuestos en estudio.
Los resultados de microscopia, en que se visualizan los micro-dominios de colesterol y
acidos grasos neutros en HUVEC, mostraron que la estimulaciéon combinada con IL-6, AP
e insulina por 24h aumenta el contenido lipidico intracelular comparado con las células
estimuladas con vehiculo (Figura 11A). En células estimuladas, co-tratadas con Y-27632,
se observd un menor contenido de colesterol y lipidos intracelulares.

Adicionalmente se cuantifico, por un ensayo enzimatico-colorimetrico, los niveles de
triglicéridos, posterior a su conversion a mono-glicéridos, en lisados celulares. Se observo
que la triple estimulacion por 24h aumenta significativamente los niveles de triglicéridos

intracelulares, en comparacion con células no tratadas (Figura 11B). De manera equivalente
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a las observaciones microscépicas, la inhibicion de la RhoA/ROCK disminuyd este

aumento.
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Figure 10. La estimulacion por 24 horas con IL-6, AP e Insulina incrementa los niveles de MCP-1, sSICAM-1y &cido
Urico en sobrenadante y E-selectina en lisados celulares

Niveles de (A) MCP-1 y (B) sICAM-1 en sobrenadante, de células estimuladas por 24h con IL-6, AP e insulina,
determinados por ELISA y (C) niveles de &acido drico medidos por un ensayo enzimatico-colorimétrico. (D)
Cuantificacion de los niveles de E-selectina y ERK en HUVEC estimuladas a por 24h con la triple. Los valores se
expresan como porcentaje del control y las barras corresponden a la razén entre la proteina y el control de carga. Bajo los
graficos se muestran fotos representativas de los respectivos western blots. n=3; ANOVA no paramétrica de una via,
Kruskal-Wallis post hoc test *p<0,05, ***p<0,001.
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Figura 11. Almacenamiento de colesterol, lipidos neutros y triglicéridos en HUVEC.

(A) Micrografias de HUVEC tefiidas para lipidos neutros (LipidTox), colesterol (filipina) y triglicéridos y lipoproteinas
(Sudan 1V), en células estimuladas por 24h con IL-6, AP e insulina y fijadas en formaldehido al 4%. n=3 (B)
Cuantificacion de triglicéridos por el ensayo colorimétrico-enzimatico Biovision en lisados de células estimuladas por 24

horas con los tres compuestos. n=3 ANOVA no paramétrica de una via, Kruskal-Wallis post hoc test **p<0,001.
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4.3 Objetivo 3

4.3.1 Efecto de la dieta alta en grasa

Como se muestra en la figura 12, a partir de la segunda semana los animales alimentados
con una dieta alta en AP mostraron una mayor masa corporal. Ademas la ganancia de peso
semanal fue mayor en los animales alimentados con la dieta alta en grasa (Figura 13). A
pesar de lo anterior, la tasa de alimentacion en las primeras semanas fue menor en los
animales alimentados con la dieta alta en grasa en comparacion a los animales alimentados
con dieta control (Figura 14). Por otro lado, en los animales con dieta alta en grasa, el
aumento de peso fue significativamente menor durante las dos semanas de tratamiento con
Fasudil, junto con una reduccion en la tasa de alimentacion.

A partir de las tres semanas, los animales alimentados con dieta alta en grasa presentaron
una moderado aumento en la glicemia por sobre los rangos normales, el que se normalizo
durante el transcurso del protocolo (Figura 15A). A las 14 semanas se observo que los
animales alimentados con dieta alta en grasa presentaron una glicemia (Figura 15B), una
insulinemia (Figura 15C) y un indice HOMA-IR (Figura 15D) significativamente mayores
a las de los controles. EI aumento en la insulina y HOMA-IR se revirtio con la
administracion de Fasudil, no asi los cambios en glicemia.

A las 14 semanas de tratamiento con dieta alta en grasa se produjo una dislipidemia
caracterizada por altos niveles de triglicéridos (Figura 16A) y colesterol total (Figura 16B),
sin alteraciones en los niveles de HDL (no mostrados).

Los animales se observaron post mortem previo a la obtencion de los tejidos, y en términos
morfo-estructurales, se encontré que aquellos alimentados con dieta alta en grasa por 14
semanas presentaron una mayor area cubierta de tejido adiposo extraperitoneal (TAE) y
circunferencia abdominal aumentada (Figura 17A-17B) en comparacion a los animales con
dieta control. La administracion oral de Fasudil por dos semanas disminuy0 la presencia de

tejido adiposo extraperitoneal y la circunferencia abdominal (Figura 17C-17D).
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Cuantificacion de la ganancia de peso semanal de los
animales en estudio, definida como la diferencia entre el peso
de la SemanaX2 menos el peso en la SemanaXi. n=6 por
grupo ANOVA no paramétrica de una via, Kruskal-Wallis
post hoc test *p<0,05.
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Figura 12. Masa corporal

Medicion del peso por semana de animales no sedados.
n=6 por grupo ANOVA no paramétrica de una via,
Kruskal-Wallis post hoc test *p<0,05 Control vs High
Fat, 4p<0,05 High fat + Fasudil vs High Fat.
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Figura 14. Tasa de alimentacion

Cuantificacion de la tasa de alimentacion definida como
el promedio de gramos de alimento consumido diario
por semana. n=6 por grupo ANOVA no paramétrica de
una via, Kruskal-Wallis post hoc test *p<0,05.
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(A) Medicion cada tres semanas de los niveles de glucosa
sanguinea posterior a 4 horas de ayuno por puncién de cola (B)
cuantificacion de glicemia al final del protocolo en el laboratorio
central de la Universidad Catdlica. (C) Medicion de insulina por
ELISA en suero de animales en la semana 14 previo al sacrificio.
(D) Determinacion de HOMA-IR definido como Glucosa (mg/dL)
X Insulina (mU/L) / 405. En linea punteada se grafica el rango de
valores normales. n=6 por grupo ANOVA no paramétrica de una
via, Kruskal-Wallis post hoc test *p<0,05, **p<0,001.
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Figura 16. Triglicéridos y Colesterol Total
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Medicion en el laboratorio central de (A) triglicéridos y (B) colesterol en suero de animales en la semana 14 previo al

sacrificio. ANOVA no paramétrica de una via, Kruskal-Wallis post hoc test *p<0,05, **p<0,01.

70



-

High Fat High Fat + Fasudil

=y

8%10° 30
x %

§

#

2810° —T

TAE (Area pixeles)
Circunferencia
Abdominal (cms)

Control High Fat High Fat + Fasudil Control + Fasudil o
Control High Fat High Fat + Fasudil Control + Fasudil

Figura 17. Tejido Adiposo Extraperitoneal y Circunferencia Abdominal

(A) Cuantificacion relativa del area de tejido adiposo extraperitoneal con ImageJ en animales post sacrificio a la semana
14. Sobre el grafico fotos representativas de los animales y de la zona limitada para medicion. (B) Medicién de la
circunferencia abdominal en animales no sedados a las 14 semanas de protocolo. n=6 por grupo. ANOVA no paramétrica

de una via, Kruskal-Wallis post hoc test *p<0,05, **p<0,01.
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Los animales alimentados con dieta alta en grasa por 14 semanas, mostraron mayor presion
sistdlica, aunque dentro del rango de normalidad (Figura 18A), junto con elevados niveles
de acido drico (18B) y una disminucién en los niveles de creatinina sérica (18C),
alteraciones que también se revirtieron por el tratamiento de dos semanas con el inhibidor
de RhoA/ROCK. Otros parametros tales como peso del corazon, rifion, higado y
marcadores inespecificos de inflamacion hepatica, evaluados macroscépicamente post
eutanasia no mostraron diferencias significativas entre los grupos experimentales (datos no
mostrados).

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos es posible establecer que la alimentacién alta
en grasa rica en AP por 14 semanas, indujo en los animales caracteristicas de SM tales
como sobre-peso, dislipidemia y un aumento en la presion arterial (sin llegar a niveles

considerados HTA), en comparacién a los controles.

4.3.2 Marcadores de estrés oxidativo, de inflamacion y de disfuncién endotelial
Adicional a las alteraciones anteriormente descritas, producidas por la dieta alta en grasa
por 14 semanas, se observo un aumento de TBARS (Figura 19A) y AOPP (Figura 19B)
circulantes y una disminucion significativa de los niveles Nrf2 en aorta (19C). Estos
parametros de estrés oxidativo se revirtieron con la administracion de Fasudil via oral por 2
semanas.

Por otra parte, los animales con caracteristicas SM presentaron un aumento significativo de
marcadores circulantes de inflamacién y DE tales como IL-6, SICAM-1y sCD40L (Figura
20A-20C), ademéas de un aumento en los niveles de E-selectina en las aortas de estos
animales (Figura 20D). A pesar de esto, no se observaron diferencias significativas en los
niveles de MCP-1 (Figura 20E).

El tratamiento por dos semanas con Fasudil revirtio el aumento en los niveles de
marcadores de inflamaciéon y DE y no produjo cambios significativos en los niveles de
MCP-1. La medicion de ON en suero, mostré que los animales alimentados con dieta rica
en grasas presentan una reduccion significativa de este metabolito en comparacion a los
controles (Figura 21A), junto con una disminucion en la fosforilacion de eNOS en la aorta
(Figura 21B). El tratamiento con Fasudil por dos semanas revirtio la reduccion de ON vy la

disminucion de la actividad de eNOS en el tejido adrtico.
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Figura 18. Presion Arterial Sistdlica, Acido Urico y Creatinina
(A) Valores obtenidos por medicién, cada 3 semanas por “tail cuff”, de la presion sistolica en animales no sedados. En
linea punteada se grafica el rango de valores normales. Niveles de (B) acido urico y (C) creatinina en suero de animales en

la semana 14 previo al sacrificio. n=6 por grupo ANOVA no paramétrica de una via, Kruskal-Wallis post hoc test
*p<0,05, **p<0,01.
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Figura 19. Marcadores de Estrés Oxidativo

Valores obtenidos de (A) TBARS y (B) AOPP en suero de animales en la semana 14, previo al sacrificio. (C)
Cuantificacion de los niveles de actividad de Nrf2 y ERK en 35ug de lisados provenientes de aortas de animales a las 14
semanas de protocolo. Las barras corresponden a la razén entre las proteinas y los valores se expresan como porcentaje
del control. Bajo los graficos se muestran fotos representativas de los respectivos western blots. n=6 por grupo ANOVA no

paramétrica de una via, Kruskal-Wallis post hoc test *p<0,05, **p<0,01.
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Figura 20. Marcadores de Inflamacion y Disfuncién Endotelial

Valores obtenidos por medicion, de (A) IL-6, (B) sSICAM-1, (C) sCD40L y (D) MCP-1 por ELISA en suero de animales
en la semana 14 previo al sacrificio. (E) Cuantificacion de los niveles de E-selectina y ERK en 35ug de lisados
provenientes de aortas de animales a las 14 semanas de protocolo. Las barras corresponden a la razon entre las proteinas y
los valores se expresan como porcentaje del control. Bajo los graficos se muestran fotos representativas de los respectivos

western blots. n=6 por grupo ANOVA no paramétrica de una via, Kruskal-Wallis post hoc test, **p<0,01.
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4.3.3 Activacion de vias de sefalizacion RhoA/ROCK, PI3K/Akt, MAPK/ERK vy
actividad de MMP 2y 9 en aortas

La dieta alta en grasa por 14 semanas produjo en las aortas de estos animales una sobre
activacion de RhoA/ROCK de aproximadamente un 35% (Figura 22A) y una disminucion
de aproximadamente un 30% de la actividad de PI3K/Akt (Figura 22B), respecto a los
animales alimentados con dieta control. En los animales tratados con Fasudil, se observo
una reduccion de RhoA/ROCK y un aumento de Akt equivalente a los controles. Sin
embargo, a diferencia de los estudios in-vitro, en las aortas de animales alimentados con
dieta alta en grasa no se observaron cambios significativos en la fosforilacion de ERK1/2
(Figura 22C).

Adicionalmente, se detectd6 mayor actividad de MMP2 en aortas de animales alimentados
con dieta alta en grasa comparado con los animales alimentados con dieta control (Figura
22D). Los animales que recibieron tratamiento con Fasudil no mostraron un aumento de
MMP2 en aorta. Por otro lado, no se detectd actividad de MMP9 en el tejido en las
condiciones estudiadas.

4.3.4 Histologia de aortas, corazones y rifiones

Observaciones microscopicas de la morfologia mostraron un sutil engrosamiento (p=0,06)
de la intima-media entre animales alimentados con dieta alta en grasa comparado a los
controles, visualizado por tincion Hematoxilina-Eosina (Figura 23).

Por otro lado, es posible detectar un aumento del infiltrado graso presente en el espacio
sub-endotelial tefiido con Sudan IV en las aortas de animales alimentados con dieta alta en
grasa (Figura 24) en comparacion con las aortas provenientes de animales controles. Esta
infiltracion disminuyé en animales tratados con el inhibidor de RhoA/ROCK. Las
observaciones anteriores relacionadas a la infiltracion de lipidos en el tejido se
corroboraron al cuantificar triglicéridos por medio del ensayo colorimeétrico-enzimatico el
que mostro que las aortas provenientes de animales alimentados con dieta alta en grasa
presentan un aumento significativo en el contenido de triglicéridos en comparacion a las
aortas de los controles. El tratamiento con Fasudil revirtio este aumento lipidico en el tejido

adrtico (Figura 24B).
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La evaluacion histolégica del corazén, por tincion de Von Gieson (Figura 25A), mostré un
aumento sutil en el &rea de fibrosis, rica en colageno, expresado como “indice de fibrosis”
en los animales alimentados con dieta HF (Figura 25B). A pesar de esto, no se observo
diferencia en el nimero de zonas fibroticas (Figura 25C). El tratamiento con Fasudil
revirtio el aumento del indice de fibrosis sin alterar

Observaciones microscépicas de rifiones tefiidos con hematoxilina-eosina no mostraron
diferencias entre los tejidos de animales controles, alimentados con dieta HF y/o los

tratados con Fasudil (datos no mostrados).
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Figura 21. Niveles de Oxido Nitrico circulantes y actividad de eNOS en aorta

Medicion de (A) ON por el reactivo de Griess en suero deproteinizado de animales previo al sacrificio en la semana 14.
(B) Cuantificacion de los niveles de de p-eNOS y eNOS en 35ug de lisados provenientes de aortas de animales a las 14
semanas de protocolo. Los valores se expresan como porcentaje del control y las barras corresponden a la razén entre la
proteina fosforilada y la total. Bajo los gréaficos se muestran fotos representativas de los respectivos western blots. n=6

por grupo ANOVA no paramétrica de una via, Kruskal-Wallis post hoc test, **p<0,01.
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Figura 22. Vias de Sefializacion y actividad de MMPs en aortas

Cuantificacion de los niveles de: (A) p-MYPT y MYPT, (B) p-Akt y Akt y (C) p-ERK y ERK en 35 pug de lisados
provenientes de aortas de animales sacrificados a las 14 semanas. Los valores se expresan como porcentaje del control y
las barras corresponden a la razon entre la proteina fosforilada y la total. Bajo los graficos se muestran fotos
representativas de los respectivos western blots. (D) Zimografia de actividad de metaloproteinasas en 35 pg de lisados
provenientes de aortas de animales posterior a las 14 semanas de protocolo, las barras corresponden a la razon entre la
actividad de la metaloproteinasa y ERK total. Las cuantificaciones se expresan como porcentaje del control. Bajo los

graficos se muestran fotos representativas de un gel de zimografia. n=6 por grupo ANOVA no paramétrica de una via,
Kruskal-Wallis post hoc test, *p<0,05, **p<0,01.
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Figura 23. Morfologia de la Aorta

Micrografias representativas de cortes (4 micras)
de aortas de animales sacrificados a las 14
semanas fijadas, en paraformaldehido al 4% y
tefiidas  para  hematoxilina-eosina. La
cuantificacion del engrosamiento de la intima se
realizé con ImageJ y se definié como la seccién
entre el lumen y el borde exterior. Los valores
representan 4 mediciones “ciegas” de 4
imagenes por aorta. n=6 aortas por grupo
ANOVA no paramétrica de una via, Kruskal-
Wallis post hoc test .
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Figura 24. Infiltracion y contenido graso de la aorta

(A) Micrografias representativas de cortes (4 micras) de aortas de los animales sacrificados a las 14 semanas fijadas en
paraformaldehido 4% vy tefiidas para Sudan IV. (B) Micrografias representativas de cortes (7 micras) de aortas de los
animales sacrificados a las 14 semanas fijadas en OCT Yy tefiidas para Lipid Oil Red. (C) Cuantificacion de triglicéridos
por el ensayo colorimétrico-enziméatico Biovision en lisados de aortas provenientes de ratas sacrificadas al final del
protocolo. n=6 por grupo ANOVA no paramétrica de una via. Kruskal-Wallis post hoc test, **p<0,01.
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Figura 25. Fibrosis cardiaca

(A) Micrografias representativas de cortes (4 micras) de corazon de los animales sacrificados a las 14 semanas fijadas en
paraformaldehido al 4% y tefiidas para VVan Gieson. (B) Cuantificacion del indice de fibrosis de 4 zonas por corazén y (C)
cuantificacién de nimero de zonas de fibrosis en 4 zonas por corazén. n=6 por grupo ANOVA no paramétrica de una via.
Kruskal-Wallis post hoc test, **p<0,01.
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5. DISCUSION Y CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en esta tesis demostraron que en comparacion a los sujetos
controles, el grupo de sujetos jovenes con circunferencia de cintura aumentada, sobrepeso y
dislipidemia (hipertrigliceridemia y bajos niveles de HDL), pero sin diabetes ni
hipertension, presentan niveles elevados de marcadores de inflamacion, estrés oxidativo,
signos de DE vy niveles elevados de AP sumado a una sobre activacion de la via
RhoA/ROCK. Este estado pro-aterogénico y pro-inflamatorio habia sido reportado solo en
sujetos adultos mayores con SM incluyendo diabetes, obesidad o hipertension clinicamente
diagnosticadas (80), pero se desconocia si este estado se encontraba presente en jovenes en
etapa “subclinica” del SM.

Adicionalmente, los resultados obtenidos mostraron que IL-6, insulina y AP, que
representan alteraciones caracteristicas del SM tales como un estado pro-inflamatorio,
desbalance del metabolismo de la glucosa y dislipidemia se encuentran elevadas en el
grupo de sujetos con SM. Estas moléculas indujeron en células endoteliales en cultivo,
alteraciones relacionadas con DE que fueron en gran parte mediadas por la sobre-activacion
de RhoA/ROCK.

La participacion de la activacion de RhoA/ROCK en relacion a caracteristicas del SM se
mostré ademas en el modelo in-vivo de ratas alimentadas por 14 semanas con dieta alta en
grasa saturada, rica en AP e intervenidas farmacoldgicamente con Fasudil por dos semanas.
En general, los resultados obtenidos permiten evidenciar la presencia de marcadores
asociados a mayor riesgo cardiovascular en sujetos jovenes con SM pero sin otra
sintomatologia evidente que el sobrepeso y desbalance lipidico. Los resultados obtenidos de
los estudios in-vitro e in-vivo, permiten sugerir que la mayor actividad de RhoA/ROCK
encontrada en los sujetos con SM comparada con los control, podria mediar en gran parte
las alteraciones relacionadas con DE y pro-aterogénesis que Sse observaron en estos

pacientes.
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5.1 RhoA/ROCK

La activacion anormal de la via RhoA/ROCK ha sido relacionada con un mayor riesgo de
ECV (93). Un ejemplo de esto es el articulo de Gabrielli y colaboradores donde mostraron
una sobre-activacion de la via RhoA/ROCK en leucocitos periféricos de pacientes
hipertensos con hipertrofia ventricular izquierda, entregando una asociacion de este
indicador con el dafio cardiovascular (94). La sobre-activacion de la via RhoA/ROCK
también ha sido reportada en sujetos adultos con SM (edad promedio 55 afios) (80). Por
otra parte, la participacion de la via Rho/ROCK en la funcién endotelial queda de
manifiesto en un articulo reciente en donde se observé que en sujetos adultos mayores con
SM la inhibicion local de ROCK con Fasudil durante una hiper-insulinemia inducida,
produce una mejora en la respuesta vasodilatadora (81).

No obstante lo anterior, esta tesis muestra por primera vez que esta sobre-activacion

también ocurre en sujetos jovenes con SM, pero sin diabetes tipo 2 ni hipertension.

Es factible medir la actividad de RhoA/ROCK ex-vivo en leucocitos periféricos,
demostrandose la sobre activacion de esta via en pacientes adultos con diabetes tipo 2 e
hipertension (80). Ademas basados en una reciente publicacion, en ratas infartadas la sobre-
activacion de RhoA/ROCK en leucocitos se asocié con el dafio cardiovascular observado
(95). Sin embargo, resulta necesario conocer la participacion efectiva de la activacion de
RhoA/ROCK en las manifestaciones endoteliales involucradas en SM. In-vitro, el modelo
celular permite estudiar el mecanismo de activacion de RhoA/ROCK. Saez y colaboradores
han estudiado la DE en un modelo de HUVEC estimulado con cocaina, donde también han
observado la activacion de la via RhoA/ROCK (76). Sin embargo, a nuestro conocimiento
no hay estudios que relacionen la activacién de esta via en respuesta a la estimulacion con
IL-6, solamente se ha estudiado el rol de esta via de sefializacion en la alteracion
fisiologica de células de cancer gastrico estimuladas con esta citoquina (96). Por otra parte
se ha estudiado la sobre activacion de RhoA/ROCK por insulina en altas concentraciones,
en células pancreéticas, pero tampoco existe evidencia de la activacion de esta via en el

endotelio en respuesta a la hormona (97).
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En esta tesis se utiliz6 HUVEC en cultivo primario como modelo in -vitro. En este modelo,
se demostro que al estimular células endoteliales con IL-6, AP e insulina, tres moléculas
que estan elevadas en jovenes con SM, se activa la via RhoA/ROCK desde 2 a 24h y que
simultaneamente se observa una diminucion en la actividad de ERK y Akt a las 24h. Estos
resultados sugieren que la estimulacion prolongada de la via Rho/ROCK podria tener
participacion en las alteraciones posteriores en la sefializacion que lleven finalmente a la
DE. Concordante con estos resultados, otros autores han demostrado que la administracion
de IL-6 por si sola inhibe la fosforilacion de Akt (98) y activa la via ERK (99) a tiempos
cortos entre 15 minutos a 7.5 horas. A su vez insulina, es capaz de activar Akt (100) y ERK
(101) en un rango de tiempo entre 1 a 6h. El efecto de AP en relacion a estas vias de
sefializacion en el endotelio se desconoce, por lo que es posible sugerir que la combinacion
de estas moleculas que presentan diferentes efectos en los tiempos prolongados, generaria
la reduccion en la actividad de Akt y ERK junto con una sobre activacién de RhoA/ROCK,
algo que no ha sido reportado con anterioridad. Los resultados obtenidos para la actividad
de las tres enzimas podrian distinguir dos etapas generales de respuesta temporal. Antes de
las 5 primeras horas de estimulo se observa un aumento de la actividad de las tres enzimas
sugiriendo una respuesta fisiopatoldgica de fase temprana (posible respuesta aguda). Sin
embargo, a tiempos mas prolongados de estimulo, 8 y 24h, se observa que la actividad de
RhoA/ROCK permanece aumentada mientras que la actividad de Akt y ERK esta
disminuida. La respuesta a tiempos prolongados de estimulacion (24h) es diferente a
tiempos cortos ya que a 24h de estimulo predomina la sobre activacion de RhoA/ROCK al
mismo tiempo en que la actividad de ERK y Akt estan disminuidas.

Estudios de angiogénesis in-vitro, en HUVEC co-cultivadas con fibroblastos, han
demostrado que hay un efecto opuesto entre ERK y RhoA/ROCK. La inhibicion de ERK
produce una sobre activacion de RhoA/ROCK que promueve las alteraciones del
citoesqueleto (102). Estas observaciones han sido apoyadas por modelamientos
bioinforméticos que muestran la regulacion inversa entre ambas vias (103).

Cabe mencionar que ademaés de estas vias, evidenciamos que a las 24h con la estimulacion
con IL-6, AP e insulina se sobre activa SRC la que se inhibe con la co-incubacién con Y-
27632 sugiriendo que esta via esta relacionada con RhoA/ROCK. Se ha reportado que la

fosforilacion de SRC es inducida por el aumento del estrés oxidativo (104) generando
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importantes alteraciones del citoesqueleto (105). Estudios en células de cancer gastrico
(106) de colon (107) y dindmica de matriz extra-celular (108) han evidenciado la
conversacién cruzada entre RhoA/ROCK y SRC. La activacion de una de ellas induce la
activacion de la otra, generando un eje de regulacion positiva entre estas dos sefializaciones
intracelulares.

Pese a que la informacion adquirida con un modelo celular puede entregar conocimiento
relevante respecto a vias celulares, es sabido que los efectos sistémicos no necesariamente
son reflejo de los efectos que se pueden observar en un cultivo celular. Por lo anterior se
quiso comprobar si los resultados observados en el cultivo eran también replicables en un
modelo animal, que podria ser méas facilmente correlacionado con los efectos observados en
humanos. Con el modelo animal de SM fue posible demostrar una sobre activacion de la
via RhoA/ROCK en las aortas de estos. Reportes previos en ratas diabéticas, han
evidenciado el rol de esta via en el proceso de dafio vascular (109). Méas aun, la inhibicion
de esta via es capaz de reducir el fenotipo pro-adhesivo presente en el endotelio dafiado
bajo esta condicion patoldgica (110). En concordancia con estos hallazgos, otros autores
han reportado que la actividad de Akt se encuentra disminuida en aortas de ratas con SM
inducido por dieta alta en grasa (111). Ademas se ha sugerido que el proceso es
dependiente de los receptores PPARy y PPAR® ya que la actividad de Akt se restaura con
la administracion de Rosiglitazona, agonista de los PPAR (112).

Interesantemente, en nuestro modelo animal pudimos observar que al inhibir por dos
semanas la via RhoA/ROCK, la ganancia de peso se detuvo junto con producirse una
diminucién en la tasa de alimentacion. Uno de los principales ejes de la regulacién del
apetito se asocia con las hormonas leptina y grelina (ghrelin) (113). La hiperleptinemia es
un fendmeno que se observa en obesidad (113). In-vitro existe evidencia que esta hormona
sobreactiva la via RhoA/ROCK en adipocitos (114), ademas al inhibir esta via se previenen
los efectos dafiinos de la leptina (115) especificamente, los relacionados a la hipertrofia del
cardiomiocito (116). Por otro lado, se han observado bajos niveles de ghrelina en obesidad
(117). Estudios in-vivo han mostrado que esta hormona reduce los niveles del mMRNA de
ROCKT1 a nivel pulmonar y vascular (118). A pesar de esto, a nuestro conocimiento, no
existen trabajos que relacionen al SM y la inhibicion de RhoA/ROCK con cambios en el gje

de control del apetito e ingesta alimentaria. Es por esto, que como proyeccion del estudio
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de esta tesis podria resultar interesante medir en este modelo animal los niveles circulantes
de leptina y grelina.

Con los resultados obtenidos, no queda completamente claro si la disminucion en la
ganancia de peso o la mera inhibicion de esta via fue la causante de revertir los marcadores
de dafo endotelial y las alteraciones metabolicas observadas. Como proyeccion y ya
conocidos estos resultados, para evaluar si el efecto es por la reduccion de la ingesta
alimentaria, se podria agregar un grupo experimental en el que a las 12 semanas se les diera
una cantidad de alimento equivalente a la consumida por los animales con dieta alta en

grasa y fasudil, es decir, someterlas a una restriccion calorica.

5.2 Estrés Oxidativo y Oxido Nitrico

El grupo de sujetos SM mostré una menor biodisponibilidad de ON y niveles elevados de
marcadores de estrés oxidativo (AOPP y TBARS), en comparacion a sujetos sanos. Este
desbalance sugiere un proceso de DE en curso (119). A pesar de que previamente se ha
reportados que los niveles de marcadores de estrés oxidativo estan elevados en pacientes
mayores de 50 afios, diabéticos con SM (120), los resultados de esta tesis muestran que el
estado oxidativo ya se encuentra alterado en los sujetos jovenes con SM estudiados.

Se ha reportado que la IL-6 y los &cidos grasos libres, por si solos, son capaces de inhibir la
actividad de eNOS vy la produccion de ON (121, 122).

Por otra parte se ha sefialado que la insulina tiene un efecto dependiente de la concentracion
que se utilice para estimular las células endoteliales, asi a bajos niveles, entre 5 a 10nM, se
promueve la produccién de ON (123) pero en altos niveles, como aquellos presentes en los
sujetos SM estudiados en esta tesis (alrededor de 100nM), su efecto seria inhibitorio (54).
A nivel endotelial estd ampliamente aceptado que RhoA/ROCK regula negativamente la
fosforilacion de eNOS por medio de la inhibicion de Akt (124) lo que causa una menor
produccién de ON (125). En otros tipos celulares, como lo son el cardiomiocito, las células
de la musculatura lisa vascular y células pulmonares, el ON acttia como un inhibidor de la
via RhoA/ROCK, evitando el efecto dafiino que su sobre activacion tiene sobre estos tipos
celulares (126-128)

Considerando el desbalance de ON y estrés oxidativo como una caracteristicas del dafio

endotelial, otros autores han mostrado como la IL-6, en concentraciones 100 veces mayores
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a las utilizadas en esta tesis, induce la produccion de ROS por medio de la activacion del
sistema renina-angiotensina (129). Por otra parte, se ha descrito que el AP, al doble de la
concentracion utilizada en esta tesis y por 12h, ejerce un efecto apoptdtico en las células
endoteliales con lo que induce estrés oxidativo (130). Este efecto apoptoético no fue
observado en nuestro trabajo cuando se estimularon 24h las células endoteliales con 0,5mM
de AP por si solo. Por otro lado, no se ha reportado de manera fehaciente el efecto de la
insulina como inductor de estrés oxidativo, sino que por el contrario, ciertos reportes
sugieren que al promover la sintesis de ON, se induce un aumento en los niveles del factor
de transcripcion Nrf2 (131) sugiriendo un rol anti-oxidante, en concentraciones fisiologicas.
En esta tesis se reporta de manera novedosa como la incubacion de HUVEC con estos tres
compuestos administrados en conjunto y en concentraciones similares a las presentes en los
sujetos con SM, induce estrés oxidativo y a la vez causa una reduccion en los niveles de
Nrf2.

Estudios en modelos animales de diabetes y SM se ha reportado una importante reduccion
en la fosforilacion de eNOS (111) y de Akt junto con una reduccion en los niveles de ON
(132). Por otra parte, se ha demostrado que la inhibicion de eNOS, genera hipertension en
ratas (133), condicion patologica en la que es sabido que la via RhoA/ROCK esta sobre-
activada. En hipertension, los niveles de especies reactivas de oxigeno estdn aumentados
(134). Por otra parte se sabe que un aumento en ROS puede activar RnoA/ROCK. Por lo
tanto, el estrés oxidativo podria ser el mecanismo por el cual se asocia la hipertension y la
via RhoA/ROCK.

En ratas diabéticas se observa una reduccion significativa de los niveles de ON a nivel de
corteza renal (135), junto con una disminucion en los niveles de Nrf2 en aortas (136) y esto
estrechamente relacionado a un dafio renal crénico, causado por el estrés oxidativo (137).
En modelos de obesidad también se ha evidenciado la diminucion de los niveles de ON
(138) con el aumento de marcadores de estrés oxidativo (139). En el caso particular de esta
tesis resulta novedoso el demostrar que en un estado previo a la hipertension y/o diabetes
existe una disminucion significativa en los niveles circulantes de ON, un aumento en el
estrés oxidativo, junto con una reduccion en la actividad de eNOS y en los niveles de Nrf2
en la aorta de rata.
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5.3 Inflamacion

El estado pro-inflamatorio es una de las caracteristicas en todas las etapas de la aterogénesis
(140). Interesantemente, en el grupo de sujetos con SM evaluados en esta tesis, se
observaron niveles elevados no solo de IL-6, sino también de MCP-1, sCD40L y hsPCR, en
comparacion al grupo control, sugiriendo un proceso silente de pro-aterogenesis, previo al
desarrollo de las manifestaciones clinicas. En adultos obesos sobre 40 afios de edad, se ha
reportado la presencia de altos niveles de citoquinas caracteristicas de inflamacion cronica
tales como IL-6, interesantemente en niveles muy cercanos a los valores observados en los
sujetos jovenes con SM evaluados en nuestro estudio (29). Esto evidencia el grado de dafio
ya presente en el grupo estudiado de jovenes sin diabetes ni hipertension.

En el afio 2001, Marin y colaboradores describieron un “circulo vicioso” entre IL-6 y MCP-
1, en el que ambas moléculas potencian el efecto inflamatorio y pro-coagulante del
endotelio (141). Paralelamente estd descrito que el AP a tiempos cortos (3h) induce la
liberacion de MCP-1 de manera dependiente de la via NF-kB que es la via clasica por la
cual se estimula la produccion de MCP-1y potencia la respuesta inflamatoria mediada por
este complejo proteico (142). Por otra parte, se ha descrito que la estimulacion de células
endoteliales con insulina por 2 dias, a las concentraciones usadas en esta tesis, inhibe la
expresion de MCP-1 (143). Sin embargo, en esta tesis mostramos que la estimulacién
conjunta por 24h con IL-6, AP e insulina en concentraciones similares a las presentes en
pacientes con SM aumenta los niveles de MCP-1 liberado por la célula endotelial. La
diferencia entre estos resultados podria estar dada por la presencia de IL-6 y AP en el
medio de estimulacion, otorgandole caracteristicas mas patoldgicas a este conjunto de
moléculas.

Reportes de las ultimas décadas han mostrado como otro marcador de DE y de dafio
cardiovascular como es siCAM-1, se libera en respuesta a TNF-a e IL-1p (144) y también
se observa ese efecto con IL-6 (145) y AP por si solos (146). No existen reportes que
muestren el rol de insulina en la sintesis y liberacion de esta molécula. Nosotros
observamos que la triple estimulacion por 24 produce un aumento en los niveles de
SICAM-1 y en base a la bibliografia sugerimos que se pueda deber principalmente por el
efecto de IL-6 y AP.
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Esta tesis entrega evidencia in-vitro sobre las alteraciones en los niveles de E-Selectina
luego del estimulo prolongado (24h) con la combinacion con IL-6, AP e insulina, en
concentraciones similares a las encontradas en sujetos con SM. La E-selectina es una de las
principales moléculas de adhesion en las células endoteliales (147). Esta molécula también
se encuentra en la musculatura lisa de forma normal, pero cuando se sobre-expresa, es
considerada un marcador de dafio endotelial. Se ha observado que las interleuquinas entre
las que se encuentran IL-6, son inductores de la sintesis de esta proteina, (148). Por otra
parte, el AP aumenta los niveles de esta molécula de adhesion (149) lo que implica que en
este sistema estudiamos dos moléculas que inducen la sintesis de E-selectina por lo que,
aunque no estudiado en nuestro trabajo, podria explicar los resultados observados.

En concordancia con estos resultados, existe evidencia sobre el aumento de citoquinas pro-
inflamatorias como IL-6 (150), MCP-1 (151) sCD40L (152) y siCAM-1 (153) en modelos
de ratas diabéticas inducidas por estreptozotocina (STZ). Adicionalmente, uno de los pocos
reportes que evidencia la alteracion en los niveles de E-selectina en aorta de ratas es en un
modelo de diabetes. En este modelo, la infusion de insulina aumento los niveles de E 'y P
selectina en microvasos pulmonares (154). En el trabajo de esta tesis se pudo evidenciar
una alteracién en los niveles de estas moléculas marcadoras de inflamacion y dafio
endotelial en respuesta a una dieta alta en grasa que indujo caracteristicas SM. En base al
efecto de Fasudil, sugerimos que el aumento en los niveles de estos mediadores podria estar
dado en parte por la sobre-activacion de la via RhoA/ROCK, algo que esta avalado por
maltiples trabajos que demuestran la participacion esta via de sefializacion en la respuesta
inflamatoria a nivel local y sistémico (155-158). En base a lo reportado cabe destacar que la
inhibicién farmacoldgica de RhoA/ROCK podria ser una interesante estrategia para el

manejo de la inflamacion presente en los sujetos con SM.

5.4 Metaloproteinasas

Las MMPs participan en multiples procesos de dafio cardiovascular: remodelacion,
inflamacion, ruptura de placas ateroesclerdticas y angiogénesis, entre otros (159).
Adicionalmente, en pacientes diabéticos, hipertensos y obesos se ha identificado un
aumento (por sobre el doble), en los niveles y actividad, de los miembros de la familia de

metaloproteinasas 1, 2, 8 y 9 entre otras (160). Trabajos de la Gltima década han reportado
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un incremento en la actividad de proMMP9 en suero de pacientes sobre 40 afios, diabéticos
con SM (161) y elevados niveles de MMP2 en mujeres con SM no diabéticas sobre 50 afios
(162). En los sujetos evaluados en esta tesis en cambio, solo se induce un sutil aumento en
la actividad de proMMP9 y MMP2 que no es significativamente diferente al observado en
los sujetos sanos. Un estado leve de aumento de estas enzimas podria sugerir el inicio de un
dafo cardiovascular que pudiera progresar en conjunto a la severidad del SM.

Se ha reportado un aumento en la secrecion de MMP9 cuando se estimulan células
endoteliales con IL-6 a concentraciones superiores a las utilizadas en esta tesis (50000
veces mas) por 24 h (163). En relacion a insulina, existe un reporte clinico en el cual se
realizaron infusiones de insulina a sujetos obesos observandose una disminucion de la
sintesis y actividad de la MMP9 en suero (164). Por otro lado, no hay evidencia sobre el
efecto de AP en relacion a las MMPs. Un estudio que utiliz6 otro &cido graso, como es el
acido linoeico, reporta un aumento en la actividad de MMP9 en el endotelio (165) por
medio de la sobre activacion de ERK.

En base a lo expuesto anteriormente los cambios en los niveles de MMPs observados en
esta tesis, en los sobrenadante y los extractos intracelulares sugieren que se puedan deber a
los efectos combinados de los tres estimulos por 24h.

Al igual que en los sujetos con SM evaluados en esta tesis, en el modelo de rata con SM no
se vieron diferencias significativas en los niveles de actividad de MMPs en el suero, pero si
se observo un sutil aumento en la actividad de MMP2 en las aortas. En ratas inyectadas con
LPS (166) y en experimentos ex-vivo con aortas calcificadas de animales viejos (167)
también se ha observado un aumento de esta metaloproteinasa en la aorta. Estos trabajos
también muestran un aumento dramatico en los niveles de proMMP9 y MMP9 algo que no

se observo bajo nuestras condiciones experimentales.

5.5 Estructura celular

Estudios in-vitro de IL-6 en células endoteliales en concentraciones supra-fisioldgicas,
inducen un reordenamiento de la monocapa endotelial y modifican el patron uniones
dependientes de la proteina ZO-1 junto con un aumento en la fosforilacion de SRC (168-
170). Por otra parte, la insulina produce remodelacion y disminucion de la sintesis de la

actina, sobre activando la via Akt a las 24h de estimulacion. Estas alteraciones modifican el
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trasporte trans-endotelial, la localizacion de caveolina-1 en el endotelio y la actividad de
SRC en células musculares (171,172).

Puesto que no existen reportes del efecto del AP sobre la arquitectura de la células
endoteliales, mas all& de los reportados por esta tesis, nuestros hallazgos resultan relevantes
ya que muestran que la IL-6, AP e insulina en conjunto, en concentraciones similares a las
presentes en los sujetos con SM, inducen una alteracion en la estructura de actina y de VE-
caderina. Aunque no se estudio en esta tesis, estas observaciones sugieren modificaciones
en la permeabilidad endotelial (173), lo que estaria relacionado con una alteracion en la
funcion endotelial.

A pesar de esto, en el modelo animal usado en esta tesis no se evidenciaron cambios
estructurales significativos en las aortas tefiidas con hematoxilina-eosina. Es necesario
profundizar utilizando técnicas que permitan detectar alteraciones no visibles con la tincion

realizada.

5.6 Alteraciones pro-trombéticas

La evidencia clinica y epidemioldgica muestra que la obesidad es un factor de riesgo para
el desarrollo de tromboembolismo arterial y venoso (TEV) (174,175) y especificamente, la
obesidad abdominal se correlaciona con la incidencia de TEV (176). Se ha sugerido la
participacion de la via de sefializacion de FT en la progresion de la obesidad y de la
diabetes tipo 2 (177). En relacién a esto, el grupo de sujetos jovenes con SM evaluado en
esta tesis mostré un estado leve de hiper-coagulabilidad evidenciado por un incremento en
el plasma de ciertos parametros de la cinética del potencial de generacién de trombina, lo
qgue agregaria una condiciébn de riesgo para el desarrollo de complicaciones
cardiovasculares. En concordancia con nuestros resultados, un estudio reciente muestra un
incremento en el ETP en sujetos con sobrepeso pero sin SM, parametro que empeora en
individuos obesos (178). Es por esto que este leve estado de hiper-coagulabilidad presente
en nuestro grupo de sujetos seria sugerente del principio de un desorden de hiper-
coagulabilidad de mayor severidad, si las condiciones del SM progresan en estos
individuos.

La ganancia de adherencia y pro-coagulabilidad es una caracteristica fundamental del dafio

endotelial. Paraddjicamente la IL-6 inhibe la liberacion del contenido de los cuerpos
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Weibel-Palade reduciendo los niveles de FVW extracelular (179). Por otra parte, en células
beta-pancreaticas la insulina es un regulador positivo de la liberacion de FVW (180). Por
otro lado, no existe evidencia que reporte la liberacion de FVW dada por la estimulacion
con AP, lo que destaca nuestro hallazgo.

El aumento en la liberacion de FVW frente al conjunto de estimulos con efectos desiguales
se podria explicar por la fuerza del efecto de AP e insulina por si solos, enmascarando la
capacidad inhibitoria de IL-6.

El ensayo de adhesion plaquetaria a HUVEC en un modelo de incubacion estatico, permite
evaluar la ganancia de adhesividad del endotelio. Saez, y colaboradores han demostrado
que en células endoteliales estimuladas con cocaina, aumenta de manera significativa el
namero de plaquetas que se adhieren al endotelio (181), a pesar de esto, no hay evidencia
previa que muestre el efecto de IL-6, AP e insulina en la adhesion plaquetaria al endotelio.
Resulta relevante destacar que Séez, y colaboradores mostraron que la atorvastatina, un
inhibidor no especifico de RhoA/ROCK, evita este efecto. Esto avala los resultados, en los
que se ha observado que la inhibicion de la via RhoA/ROCK con Y-27632 evita
significativamente la adhesion de plaquetas al endotelio. Como proyeccion en base a los
resultados de esta tesis, resultaria interesante realizar ensayos de adhesion en un sistema de
flujo para conocer el efecto de esta variable en la adhesion plaquetaria en células
endoteliales tratadas con IL-6, AP e insulina.

La APC se basa en la presencia de FT desde el endotelio (182). En células endoteliales la
IL-6 actia como agonista y potenciador de la liberacion de FT soluble (183). Estudios que
relacionen insulina y AP con la APC se limitan a estudios clinicos que han mostrado como
la hiperinsulinemia y los acidos grasos libres se relacionan de manera indirecta con un
estado pro-coagulante mayor en sujetos diabéticos y obesos (184).

La internalizacion y almacenaje de lipidos en el endotelio es un area de estudio reciente.
Uno de los trabajos que apoya los resultados obtenidos en esta tesis es el de Burgin-
Maunder y colaboradores, que demostraron que la estimulacion de HUVEC con é&cido
eicosapentanoico (EPA) y acido docosahexanoico (DHA) por 5 dias produce gotas lipidicas
en el citoplasma de las células, visualizado por tincion ORO (185). En los resultados de
esta tesis, se muestra que el estimulo con las moléculas presentes en niveles elevados en los

sujetos con SM produjo importantes cambios en el almacenamiento y contenido de lipidos
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intracelulares, reflejados en un aumento en la densidad de dominios ricos en colesterol,
mayor cantidad de gotas lipidicas y un incremento en el contenido de triglicéridos
intracelulares. Resulta relevante destacar que la via RhoA/ROCK en el endotelio es capaz
de potenciar la internalizacién y trafico intracelular de colesterol, en respuesta a &cido
lisofosfatidico (LPA). La evidencia demuestra que la inhibicion de esta via inhibe este
proceso (186). Los resultados de esta tesis mostraron que la inhibicion de RhoA/ROCK
evito el aumento en el contenido graso intracelular, lo que sugiere la participacion de esta
via en el proceso de interaccion entre el endotelio y los lipidos. Por otro lado, ademas, la
remodelacion del citoesqueleto regulada por RhoA/ROCK es crucial en la adipogenesis. La
activacion de esta via aumenta el contenido intracelular de triglicéridos en células madres
derivadas de tejido adiposo (187) lo que podria relacionar la sobre activacion de esta via
celular con el aumento en los niveles de lipidos intracelulares. Por otra parte, en ratones
ApoE -/- se ha reportado un aumento en el infiltrado graso en la capa sub-endotelial,
fendmeno similar al observado en esta tesis (188). En este mismo modelo de hiper-
colesterolemia se ha demostrado como los &cidos grasos insaturados son capaces de revertir
la acumulacién lipidica causada por el exceso de LDL circulante en la aorta (189).

Los resultados de esta tesis reportan vez el efecto de una dieta alta en grasa sobre el
almacenamiento lipidico en la aorta en animales no diabéticos ni hipertensos. Los
resultados sugieren que lo observado se debe a un dafio endotelial que aumenta la
permeabilidad de la capa celular a los lipidos circulantes. Mas aln, en base a los resultados
obtenidos con la administracion de Fasudil, postulamos que esta alteracion es mediada en
parte por la via RhoA/ROCK y posiblemente por el efecto que tiene la droga sobre el

consumo de grasa.

5.7 Otros marcadores encontrados en etapas subclinicas de SM

Acido Palmitico

Cabe destacar, que en esta tesis se muestra que los sujetos con SM estudiados presentan
elevados niveles plasmaticos de AP, que, en concentraciones patofisiolégicas, produce
importantes alteraciones en la funcion de las células endoteliales (38), hepatocitos (41) y
adipocitos (190), promoviendo la respuesta pro-inflamatoria y pro-oxidativa. La principal

fuente de este &cido graso es la dieta rica en aceites de origen animal, que en combinacion a
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un estilo de vida sedentario, reduce el proceso de metabolizacion del tejido adiposo (191).
Estudios clinicos en sujetos de mediana edad (50 afios) con SM y estudios ex-vivo han
asociado los niveles elevados de AP con rigidez arterial (192), infartos (193) y resistencia a
la insulina (194). A pesar de esto, a nuestro conocimiento este es el primer reporte que
muestra niveles elevados de este &cido graso insaturado en un grupo de sujetos jovenes con
SM.

Resulta relevante destacar que una dieta rica en este acido graso fue capaz de inducir en
ratas alteraciones homologables a las presentes en los sujetos con SM, sugiriendo que una
alta ingesta de este acido graso saturado seria uno de los compuestos clave del cuadro
patoldgico.

Acido Urico y Creatinina

Es necesario mencionar que en nuestro estudio, el analisis bioquimico de sujetos jovenes
con SM con las caracteristicas anteriormente mencionadas, mostro niveles de acido urico
elevados en comparacion con sujetos sanos aunque adn dentro de rangos de normalidad.
Niveles de &cido Urico elevados, ha sido previamente asociado a un estado pre-hipertensivo
e insulino-resistente (195,196) y que podria ser un marcador de importancia en etapas
subclinicas de un cuadro patoldgico.

En esta tesis, demostramos por primera vez que, in-vitro, las células endoteliales
estimuladas con IL-6, AP e insulina liberan &cido drico al medio. El acido urico ha sido
utilizado como estimulo que genera DE (197), lo que demuestra su efecto nocivo para el
endotelio. Considerando que el inhibidor de RhoA/ROCK redujo significativamente los
niveles de &cido Urico, sugerimos que la sobre activacion de la via participaria en el proceso
a nivel endotelial tal como ha sido reportado a nivel renal (198).

En el modelo animal de SM se observé un importante aumento del &cido Urico circulante,
en conjunto con las sutiles alteraciones en la presion sistdlica. Existe evidencia del aumento
en los niveles de acido urico en modelos de ratas diabéticas (199), obesas inducidas por
fructosa (200) y ademés se ha demostrado que esta molécula es capaz de inducir
hipertension sobre estimulando el eje renina-angiotensina e inhibiendo la sintesis de ON a
nivel renal (201). Resultan interesantes las observaciones homologables entre lo que ocurre
en el paciente, en el modelo animal e in vitro, en el que el endotelio pudiera estar

participando en la produccion y liberacion de esta molécula.
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Los sujetos con SM presentaron niveles disminuidos de creatinina plasmatica en
comparacion a controles sanos, condicidn que ha sido propuesta como predictor de diabetes
tipo 2 (202,203). Pese a que previamente se ha demostrado que sujetos adultos con SM
presentaban disminucion en los niveles de creatinina (204), en esta tesis identificamos esta
alteracion en una poblacion mucho més joven que no presenta obesidad, diabetes o
hipertension.

A pesar de que en nuestro estudio in-vitro no evaluamos el efecto de la creatinina en las
HUVEC, se ha reportado el rol protector de esta molécula en el dafo endotelial inducido
por estrés oxidativo y/o TNF-a (205), adicionalmente se ha demostrado que la Creatinina
no tiene efectos dafiinos sobre la proliferacion y sobrevida de las células endoteliales (206),
por lo que una disminucion en sus niveles pudiera sugerir una perdida en una capacidad
protectora para el endotelio.

Resulta relevante destacar que las ratas con SM inducido por una dieta rica en AP
presentaron reducidos niveles de creatinina plasmatica, algo que ha sido previamente
reportado en un modelo de rata con SM, especificamente hipertensa, hiper-trigliceridémica
e hiper-insulinémica, inducida por una dieta alta en fructosa (207) avalando de manera
indirecta nuestras observaciones.

En base a la evidencia anteriormente expuesta sugerimos que una disminucion en los
niveles plasmaticos de creatinina pudiera estar participando de manera indirecta en la DE,
considerando que en las condiciones presentes en el SM habria una menor

biodisponibilidad de esta molécula con capacidad protectoras para el endotelio.

5.7 Observaciones finales

La alta prevalencia del SM representa un problema serio de salud publica por ser una
condicion de mayor riesgo a desarrollar ECV, lo que tiene un alto impacto en la morbilidad,
mortalidad y costos de tratamiento (208). En la actualidad hay un dramatico aumento en los
factores de riesgo cardiovasculares, como la dislipidemia y el sobrepeso, en la poblacion
adulto joven que se pueden iniciar de manera sutil y silente desde la nifiez (209). En este
contexto, nuestro estudio demostrd que sujetos adultos jovenes con SM pero sin diabetes

tipo 2 o hipertension ya muestran signos de alteraciones en el metabolismo glucidico,
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dislipidemia, inflamacion cronica y disfuncién endotelial junto con una sobre activacion de
RhoA/ROCK.

Una de las fortalezas del estudio fue el mostrar como un grupo homogéneo de sujetos con
sobrepeso, aparentemente sanos y sin tratamiento, presentando solo 3 criterios de
diagnostico ATPIII, ya tienen un grupo de factores de riesgo mencionados, lo que sienta las
bases para el desarrollo de otras patologias. A pesar de que uno de las debilidades de este
estudio fue el bajo numero de sujetos reclutados, es importante destacar las diferencias
observadas de los parametros evaluados en comparacion a controles sanos fueron altamente
significativas.

In-vitro pudimos demostrar que tres componentes presentes en niveles elevados en sujetos
con SM, que representan la inflamacion, la dislipidemia y el desbalance glucidico, inducen
DE por medio de la sobre activacién de RhoA/ROCK.

La participacion de RhoA/ROCK en el SM se apoya en parte por nuestro estudio in-vivo, en
el que la dieta alta en grasa saturada indujo caracteristicas de SM y un aumento en los
marcadores de dafio endotelial y de ECV, sin hipertension o diabetes tipo 2. La inhibicion
de la via no solo mejora los marcadores de inflamacion, DE y ECV evaluados, sino que
también revierte las caracteristicas metabdlicas relacionadas con el SM en los animales

alimentados con dieta alta en grasa.
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