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RESUMEN

En la actualidad se considera que la hiperfibrinogene-
mia (HF) refleja el fenémeno inflamatorio y prooxidativo
que acompafa a la aterosclerosis subclinica, mediado por
citoquinas, LDL-oxidadas y radicales libres de oxigeno.
Se analiz6 en un modelo experimental de aterogénesis
inducido por HF las probables lesiones a nivel endotelial
y sobre la morfologia mitocondrial. Se utilizaron ratas:
A) Control, B) HFx30ds y C) HFx60ds. HF se indujo por
inyeccién subcutanea de adrenalina (0.1 ml/rata/dia) y se
estudi6 por espectrofotometria las concentraciones del
mismo. Se analiz6 histopatologia por microscopia 6ptica
(MO) y morfologia mitocondrial por microscopia electré-
nica (ME). Estadistica: ANOVA y Chi-Cuadrado, nivel de
significacién p<0.05. En los grupos (B) y (C) el fibrinégeno
aumento su concentraciéon plasmatica comparados con
(A) (p<0.001). La MO del grupo (B) mostr6 81.66% de
denudacién endotelial y 88.88% engrosamiento intimal,
en (C) 95% presenté denudaciéon y 99% engrosamiento
intimal (p<0.01 para ambos grupos). El nimero total y
medio de mitocondrias disminuyé en (B) y (C), ademas
se observaron disminucion de las crestas, aumento de la
matriz intermembranosa y tumefaccion turbia respecto al
control (p<0.01). La HF persistente generaria la progresiéon
de las lesiones a nivel endotelial provocando cambios en
su estructura e impactaria directamente a nivel mitocon-
drial perpetuando el proceso aterogénico.

Palabras claves: Fibrinégeno, Aterogénesis, Disfuncién
endotelial, Mitocondria

ABSTRACT

Hiperfibrinogenemia (HF) was considered that reflects
the inflammatory and prooxidative process associated at
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subclinical atherosclerosis mediated by cytokines, oxi-
dized LDL and oxygen free radicals. We studied in an
experimental model of atherogenesis induced by HF the
probable lesions on endothelial level and the mitochon-
drial morphology. Three groups of male rats were used:
A) Control, B) HFx30ds and C) HFx60ds. HF was induced
by subcutaneous injection of adrenaline (0.1 ml/rat/day)
and its concentration was studied by spectrophotometry.
Histopathology was analyzed by optical microscopy (OM)
and mitochondrial morphology by electron microscopy
(EM). Statistics: ANOVA and Chi-square, significance
level p<0.05. In groups (B) and (C) plasma fibrinogen
concentration increased compared with (A) (p <0.001).
The MO group (B) showed 81.66% to 88.88% endothelial
denudation and intimal thickening in (C), 95% presented
denudation and 99% intimal thickening (p<0.01 for both
groups). In groups (B) and (C) the total, mean number
and mitochondrial crests reduced significantly, the inter-
membranous matrix increased and swelling was observed
with respect to (A) (p<0.01). Persistent HF would generate
the progression of lesions to endothelial level causing
changes in its structure and would impact directly at the
mitochondrial morphology perpetuating the atherogenic
process.

Key words: Fibrinogen, atherogenesis, endothelial
dysfunction, mitochondria

INTRODUCCION

Las complicaciones isquémicas desencadenadas
por la aterosclerosis siguen siendo la principal causa
de morbimortalidad a nivel mundial y en nuestro
pais"*?. La evolucién del conocimiento fisiopatolégi-
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co de aterogénesis, ha conferido al componente infla-
matorio y prooxidativo una importancia equivalente
a la acumulacion de lipidos en la pared vascular. Este
proceso origina radicales libres y productos especi-
ficos sintetizados como via final comtn de factores
de riesgo cardiovasculares (FRC)*®. La hiperfibrino-
genemia (HF), considerada como un factor de riesgo
emergente e independiente para aquellos pacientes
con FRC cléasicos controlados y que padecen eventos
cardiovasculares agudos®”’. La HF afecta el delicado
equilibrio entre factores vasodilatadores y vasocons-
trictores® * generando disfuncién endotelial, uno de
los eventos primarios en aterogénesis. El endotelio
activado por HF y mediado por citoquinas del tipo
TNEF-0'? secrete intermediarios reactivos del oxigeno
especialmente 6xido nitrico (NO) cuya funcién es mo-
dular el tono vascular, se sintetiza en el interior de la
célula endotelial y en la matriz mitocondrial de las cé-
lulas musculares lisas"'. Cuando incrementa el estrés
oxidativo por estimulos proaterogénicos, como seria
la HF, la molécula de NO podria modificar su sintesis
y seguir una via fisiopatoldgica transformandose en
peroxinitritos al reaccionar con el anién superéxido,
induciendo a nivel del musculo liso vascular altera-
ciones morfoldgicas mitocondriales, tltimo blanco del
estrés oxidativo reproduciendo la lesiéon isquémica
patonogmonica de la aterosclerosis'> .

El presente trabajo tuvo como objetivo estudiar
en un modelo experimental inducido por HF alte-
raciones compatibles con aterogénesis a nivel de la
pared vascular adrtica y su probable repercusién en la
morfologia mitocondrial de células musculares lisas.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron 36 ratas macho (280 + 20g.), cepa
Wistar endocriadas en el Instituto de Fisiologia de la
Facultad de Ciencias Médicas (FCM) de la Universi-
dad Nacional de Cérdoba (UNC). La investigacion
fue aprobada por la Comisién de Etica de la FCM
de la UNC. Los grupos se dividieron en: Grupo A:
control (sin induccién de HF); Grupo B: HF por 30
dias.; Grupo C: HF por 60 dfas. La induccién de HF
se realizé por inyeccién subcutdnea de adrenalina
(0.1ml/dfa/rata)'**, la sangre se obtuvo a las 72 ho-
ras de la tltima induccién de HF, en coincidencia con
los 30 y 60 dias. Se realizaron 30 secciones de 4 pm
cada corte por cada animal. El material se conservé
en formol al 10%, coloreados con hematoxilina-eosina
(HE) y analizados por MO. Para ME se obtuvieron
cortes “in toto” de 2 mm de aorta toracica en todos los
lotes estudiados', luego se fotografiaron por ME (Leo
906E). Las concentraciones de fibrindgeno plasmaético
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(mg/dL) se determind por espectrofotometria segiin
Ratnoff y Menzie".

Anilisis estadistico

HF se analiz6 con ANOVA y test post hoc Hote-
lling. Chi-Cuadrado para estudiar las lesiones ana-
tomopatolégicas. La cuantificaciéon mitocondrial se
midié con Axiovisién 4.8 y Chi-Cuadrado. Se es-
tableci6 un nivel de significacién de p < 0.05 para
todos los casos.

RESULTADOS

En los grupos (B)(266 = 13) y (C)(359 + 9) el fi-
brindgeno aumenté significativamente comparados
con el grupo (A) (191 + 22) (p < 0.001 para ambos
grupos) (Tabla 1). Cuando se estudiaron los 300 cortes
por MO de aorta tordcica en el grupo (B) (Fig. 1), el
81.66% presentaron mtltiples sectores de denudacién
endotelial con hematies adheridos y un 88.88% mos-
tré engrosamiento intimal respecto al grupo (A) (Fig.
2) (p<0.001). El grupo (C) (Fig. 3) evidenci6 denuda-
cién endotelial en un 95% y el 99% presentd engrosa-

TABLA 1.- Concentraciones de fibrinégeno plasmatico en
ratas con aterogénesis inducida por HF (n=12)

Control (A) HF x 30 ds. (B) HF x 60 ds. (C)

Fibrinégeno 191 + 22 *
(mg/dL)

266 + 13 * 359 +9*

* (p < 0.001)

Fig. 1.— Corte histoldgico de aorta tordcica correspondiente al lote con HF
x 30 dias (B) donde se observa denudacion endotelial difusa con hematies
adheridos (flecha) y engrosamiento de la intima (estrella) (HE-400X).
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ENDOTELIO CONSERVADO

Fig. 2.—Corte histolégico de aorta tordcica correspondiente al lote control
(A) donde se observa endotelio y adventicia indemnes (flecha) (HE-400x).

Fig. 3.— Corte histologico de aorta tordcica correspondiente al lote con
HF x 60 dias (C) se observa protusion roma hacia la luz vascular, focos
de denudacién endotelial (flecha), engrosamiento de la intima y aumento
de la matriz extracelular (estrella) (HE-40x).

Fig. 4— ME del grupo (B) se observan mitocondrias con un aumento de
tamario, dilatacion del espacio intermembranoso y desorganizacion de
crestas con presencia de granulos electrodensos (flechas).
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Fig. 5.— La ME del grupo (C) muestra tumefaccion, aclaracion de la
matriz con vacuolas y sin crestas y granulos electrodensos, tanto en
membranas como en crestas (flechas).

Fig. 6.— La ME del grupo (A) muestra mitocondrias de forma y tamafio
normal (flecha).

miento intimal y aumento de la matriz extracelular
respecto al control (A) (p<0.001). Las alteraciones
morfoldgicas por ME mostraron que el niimero total y
medio de mitocondrias disminuy¢ significativamente
en los grupos (B) (Fig. 4) y (C) (Fig. 5) respecto al
control (A) (Fig. 6) (p<0.01). Ademas (B) y (C) presen-
taron aumento de tamafio y aclaramiento de matriz
mitocondrial con vacuolas y crestas desorganizadas,
cambios denominados tumefaccién mitocondrial.
Cuando se realizo la cuantificacién mitocondrial se
comprob6 que (C) presenté una mayor proporcién
de alteraciones de grado 3 comparado con el grupo
(B) (p < 0.001) (Tabla 2).
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TABLA 2.- Mediciones mitocondriales en el musculo liso de aorta tordcica en ratas con
aterogénesis inducida por hiperfibrinogenemia (n=12)

Mediciones Control (A) HF x 30 ds (B) HF x 60 ds (C)

Numero total de mitocondrias* 54 24 35

Numero medio de mitocondrias* 9 +0.30 3+1.45 6 +1.66

Area media de las mitocondrias ~ 465.61 + 28.06 pm?  528.50 + 81.73 yum? 636 .29 * 55.64 pm?

Grado de alteracion 87.25 % grado 1 0% grado 1 8.571% grado 1
12.75% grado 2 79.28% grado 2 43.92% grado 2

0% grado 3

20.72% grado 3 47.50% grado 3

* Area total medida 1986 pm?

DISCUSION

La HF inducida experimentalmente con adrena-
lina sintética increment6 utilizando la via extraadre-
nal, generando un proceso de down-regulation con
respecto a la adrenalina enddgena, este incremento
del fibrinégeno podria ser el resultado de la sintesis
y secrecién hepatica a demanda como respuesta a
la induccién proinflamatoria. La HF observada en
nuestros resultados demostré que a medida que per-
siste en el tiempo, el grado de extensién y acentuacion
de las lesiones se intensifica, reflejando el proceso
epiinflamatorio de la fase subclinica de aterogéne-
sis'®!?. Asociado a la persistencia de HF se evidencié
denudacién endotelial quedando el coldgeno subya-
cente expuesto facilitando la agregacién plaquetaria
reflejando disfuncién endotelial y la actividad infla-
matoria focal presente en la aterogénesis. Ademas,
la HF generé engrosamiento intimal por estimulos
fisiol6gicos que constituyen un intento del tejido para
mantener condiciones normales de flujo, geometria
arterial y resistencia al flujo en los segmentos vascu-
lares dafiados. El aumento en la matriz extracelular,
los cambios mixoides subendoteliales y la protrusién
de la pared vascular hacia la luz se corresponden con
lesiones aterogénicas tipo I, I y III segtin la clasifica-
cién de Stary modificada por Fuster®?. Los dafios en
la morfologfa mitocondrial observado en los grupos
con HF se deberia al influjo y condensacién del ion
Ca* que generaria depésitos de sales insolubles como
consecuencia de lipoperoxidacién en la membrana
mitocondrial inducida por las especies reactivas de
oxigeno, generando un aumento en la concentracién
de calcio intracelular debido principalmente a su li-
beracién de recepticulos endégenos como el reticulo
sarcoplasmico?®. Estas modificaciones mitocondriales
se relacionan con los cambios anatomopatolégicos a
nivel adrtico con aumento de permeabilidad de mem-
branas celulares y subcelulares generadas por estrés
oxidativo inducido por HF?. Estos resultados demos-
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trarian que la HF persistente generaria progresion
de lesiones a nivel endotelial provocando cambios
en su estructura e impactaria directamente a nivel
mitocondrial perpetuando el proceso aterogénico.

Los autores de este trabajo declaran al mismo no afec-
tado por conflictos de intereses.
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