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Resuvien

En la actualidad, la obesidad es considerada una enfermedad crdnica, multifactorial y
uno de los principales problemas de salud de nuestro siglo, alcanzando cifras epidémicas
en los paises desarrollados. La obesidad, un importante factor de riesgo cardiovascular,
se relaciona estrechamente con la presencia de resistencia a la insulina (RI). Esta
alteracion metabdlica juega un papel fundamental en el desarrollo de la disfuncién
endotelial y podria ser un factor determinante para explicar como la obesidad puede
favorecer el desarrollo de enfermedad cardiovascular (ECV). El mejor conocimiento de
los mecanismos subyacentes de la disfunciéon endotelial asociada a la Rl en sujetos
obesos morbidos (OM) permitird establecer estrategias farmacoldgicas dirigidas a

intervenir sobre estos mecanismos y reducir el riesgo de padecer ECV.

Los objetivos generales del presente trabajo fueron: 1) determinar el papel de la Rl en
la disfuncién endotelial en humanos OM y en un modelo animal de Rl sin obesidad vy, 2)
evaluar los posibles mecanismos implicados en la disfuncién endotelial asociada a la R,
particularmente los relacionados con el estrés oxidativo y la alteracion de la via de L-

arginina/ NO.

El estudio fue realizado en 41 sujetos OM con un IMC > 40 kg/m? de edades
comprendidas entre 26 y 65 afios sin ECV. Se dividieron los sujetos en dos grupos de
acuerdo al indice HOMA-IR: 1- Sujetos obesos mdrbidos no resistentes a la insulina (OM-
NRI; HOMA-IR < 3,8), y 2- sujetos obesos mdrbidos resistentes a la insulina (OM-RI;
HOMA-IR > 3,8). Por otro lado, se estudiaron 5 sujetos sanos no obesos (grupo control)
con IMC: 20-29 kg/m?. Los microvasos se obtuvieron de especimenes de grasa visceral
de los sujetos OM sometidos a cirugia baridtrica. El modelo de Rl en animales se obtuvo
tratando ratas Sprague- Dawley de 4 semanas de edad con fructosa disuelta en agua de
bebida al 20 por ciento durante 8 semanas. Tras el tratamiento, se obtuvieron la aorta
y los microvasos mesentéricos. En los vasos obtenidos, se realizaron estudios de
evaluacidén funcional utilizando el midgrafo de Mulvany y el bafio de 6rganos. Para la
evaluacion de las vias de produccion de estrés oxidativo y de L-arginina/ NO algunos
segmentos arteriales fueron preincubados con distintos farmacos durante 30 minutos

antes de la evaluacion de la respuesta vasodilatadora inducida por BK en humanos o

VI



Resuvien

ACh en ratas. Por otro lado, se realizaron estudios bioquimicos, para la determinacién
de los niveles circulantes de glucosa, insulina, ADMA, y arginina tanto en humanos como
en ratas. Las concentraciones de ADMA vy arginina también se determinaron en grasa
visceral de sujetos OM y en el homogenizado adrtico de ratas empleando ensayos
comerciales. Para la deteccion de anidn superdxido en cortes histoldgicos de microvasos
mesentéricos procedentes de sujetos OM se empled la sonda dihidroetidio. Por ultimo,
se evalud la expresion de ARNm de eNOS, DDAH-1, DDAH-2 y arginasa-2 en arterias de
grasa visceral de sujetos OM mediante la reaccidn en cadena de la polimerasa en tiempo

real utilizando sondas TagMan.

En sujetos OM el deterioro de las relajaciones dependientes de endotelio inducidas por
BK se asocid con la presencia de RI. Ademas, se observd una significativa correlaciéon
inversa entre la RI (indice HOMA-IR) y la vasodilatacidon endotelial (valores de pD2 para
BK) en los sujetos obesos. De modo similar a lo observado en los sujetos OM-RI, las ratas
tratadas con fructosa, a pesar de no desarrollar obesidad, muestran hiperglucemia,
hiperinsulinemia y un elevado indice HOMA-IR con respecto a las ratas control. Estas
alteraciones metabdlicas se acompafnaron de una reducida respuesta vasodilatadora
endotelio-dependiente tanto en vasos de conductancia (aorta) como de resistencia
(microarterias mesentéricas). Una mejoria en las relajaciones dependientes de
endotelio después del tratamiento con el detoxificador de anidn superdxido, SOD, o con
su mimético, TEMPOL, se observd en vasos humanos y de rata en presencia de RI. En
sujetos OM-RI el barredor de anidn superdxido de origen mitocondrial, mitoTEMPO,
provoco una disminucién en la produccién vascular de superdxido detectada mediante
la sonda dihidroetidio, y un aumento en la relajacién endotelial. En ratas, el mitoTEMPO
fue eficaz solamente en aortas procedentes de ratas resistentes a la insulina (RRI).
Aunque el inhibidor de la NADPH oxidasa, VAS 2870, no produjo efecto en vasos de
sujetos OM, mejoré la vasodilatacidon en microvasos mesentéricos de RRI. En humanos,
la preincubacién de los segmentos vasculares con el cofactor de la enzima NOS, BH4, no
tuvo efecto significativo sobre la funcién endotelial, mientras que en aortas de RRI el
BH4 si mejord la vasorelajacion. Las relajaciones defectuosas observadas en sujetos OM-
Rl mejoraron en presencia del sustrato de la NOS, L-arginina, a pesar de no detectar
diferencias significativas en las concentraciones plasmaticas de L-arginina entre ambos
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grupos de sujetos OM. Mas aun, un aumento en la concentracion de ADMA, inhibidor
competitivo enddgeno de la NOS, se detect6 en suero y tejido adiposo de sujetos OM-
RI. Los niveles séricos de ADMA se correlacionaron positivamente con el indice HOMA-
IR y negativamente con los valores de pD2 para BK. Los estudios de expresion génica
revelaron una disminucion en la expresion de ARNm de las enzimas responsables de
degradacion del ADMA, DDAH-1 y 2, y un aumento en la expresion de la arginasa 2,
responsable de la degradacion de L-arginina. La inhibicidn de la arginasa alivid la
disfuncién endotelial en sujetos OM-RI. En RRI, se confirmé la presencia de altos niveles
de ADMA en suero y en tejido adrtico, y una reducida expresién de DDAH1, junto a un
aumento en la actividad de arginasa. Los estudios funcionales en presencia de L-arginina

y el inhibidor de arginasa (nor-NOHA) corroboraron los hallazgos moleculares.

Estos resultados revelan el impacto determinante de la Rl sobre la funcion endotelial e
identifican la presencia de estrés oxidativo y la alteracion de la via L-arginina/NO como
mecanismos implicados en este impacto tanto en sujetos OM como en un modelo
animal. La caracterizacion de estos mecanismos permite establecer potenciales
objetivos terapéuticos de intervencidon para paliar o aliviar la disfuncién endotelial
asociada a la Rl y, por tanto, retrasar la aparicidon de sus consecuencias, como son las

relacionadas con la ECV.
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Currently, obesity is considered a chronic, multifactorial disease and one of the main
health problems of our century, reaching epidemic proportions in developed countries.
Obesity, an important cardiovascular risk factor, is closely related to the presence of
insulin resistance (IR). This metabolic alteration plays a key role in the development of
endothelial dysfunction and it might be a determinant factor to explain how obesity may
favor cardiovascular disease (CVD) development. The best knowledge of the underlying
mechanisms of endothelial dysfunction associated with IR in morbidly obese (MO)
subjects will allow to establish potential therapeutic targets for intervention and

therefore to reduce the risk of presenting CVD.

The general objectives of the present work were: 1) to determine the role of IR in the
endothelial dysfunction in MO subjects and in a non-obese IR animal model and, 2) to
evaluate the possible mechanisms involved in the endothelial dysfunction associated
with IR, particularly those related to oxidative stress and to the alteration of the L-

arginine/ NO pathway.

The study was realized in 41 MO subjects with a BMI> 40 kg/m?, aged between 26 and
65 years and without CVD. Subjects were distributed into two groups according to the
HOMA-IR score: 1- non-insulin resistant morbidly obese subjects (NIR-MO; HOMA-IR <
3,8), and 2- insulin resistant morbidly obese subjects (IR-MO; HOMA-IR > 3,8). On the
other hand, 5 non-obese healthy subjects (control group) with IMC: 20-29 kg/m? were
studied. Microvessels were isolated from visceral fat obtained from MO subjects who
underwent bariatric surgery. The IR animal model was obtained treating 4-week old
Sprague-Dawley rats with 20 % of fructose dissolved in drinking water for 8 weeks. After
the treatment, the aorta and mesenteric microvessels were obtained. In the isolated
vessels, studies of functional evaluation were realized using the Mulvany Myograph and
the organ baths. To evaluate the pathways of oxidative stress production and L-arginine
/NO some arterial segments were incubated with different drugs during 30 minutes
before evaluating vasodilatation response induced by BK in human beings or by ACh in
rats. On the other hand, biochemical studies were realized to determine circulating

levels of glucose, insulin, ADMA, and arginine both in human beings and in rats. ADMA
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and arginine concentrations were also evaluated in visceral adipose tissue from MO
subjects and in aortic tissue extracts of rats using commercial essays. Dihydroethidium
dye was used for superoxide anion detection in mesenteric arterial histological sections
proceeding from MO subjects. Finally, mRNA gene expression of eNOS, DDAH-1, DDAH-
2 and arginase-2 was evaluated in visceral arteries of MO subjects by real-time

polymerase chain reaction with TagMan probes.

Impaired endothelium-dependent vasodilation induced by BK in MO subjects was
associated with the presence of IR. Furthermore, a significant inverse correlation was
observed between IR (HOMA-IR index) and endothelial vasodilatation (BK pD2 values)
in obese subjects. Similar to that observed in IR-MO subjects, rats treated with fructose,
despite not displaying obesity, showed hyperglycemia, hyperinsulinemia and a higher
HOMA-IR score when compared to control rats. These metabolic alterations were
accompanied by a defective endothelium-dependent vasodilatation in both
conductance (aorta) and resistance (mesenteric micro-arteries) vessels. Defective
endothelial vasodilation associated to IR was improved in human and rat vessels after
the treatment with the superoxide scavenger, SOD, or with its mimetic, TEMPOL. In IR-
MO subjects the superoxide scavenger targeted to the mitochondria, mitoTEMPO,
reduced vascular superoxide generation detected by the dihydroetidium probe, and
increased endothelial relaxation. In rats, mitoTEMPO was effective only in aorta from
insulin resistant rats (IRR). Although the NADPH oxidase inhibitor, VAS 2870, did not
have effect in vessels from MO subjects, it improved endothelial vasodilations in
mesenteric microvessels from IRR. In humans, the NOS cofactor, BHs4, did not have
significant effect on endothelial function, while in aorta from IRR the treatment with BH4
improved the vasodilatation. Defective endothelial vasodilatation in IR-MO subjects
improved in the presence of NOS substrate, L-arginine, despite not detecting significant
differences in the plasmatic L-arginine concentrations between both groups of MO
subjects. Even more, an increase in the concentration of the endogenous NOS inhibitor,
ADMA, was detected in serum and adipose tissue of IR-MO subjects. Serum ADMA
concentrations were positively correlated with HOMA-IR score and inversely correlated
with pD2 values for BK. Gene expression studies revealed decreased expression of
MRNA of ADMA degrading enzymes, DDAH1 and 2, and increased expression of arginase
Xl
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2, responsible for L-arginine degradation. Arginase inhibition improved endothelial
function in IR-MO subjects. In IRR, it was confirmed the presence of an elevation of
ADMA concentrations in serum and in aortic tissue, as well as reduced DDAH-1 aortic
content and increased aortic arginase activity. Functional studies in the presence of L-

arginine and arginase inhibitor (nor-NOHA) corroborated the molecular finds.

These results reveal the determinant impact of IR on endothelial function and identify
the presence of oxidative stress and the alteration of the L-arginine/NO pathway as
mechanisms involved in this impact in MO subjects and in an animal model of IR. The
characterization of these mechanisms allows to establish potential therapeutic targets
for intervention to restore or alleviate the endothelial dysfunction associated with IR
and, therefore, to delay the appearance of its consequences such as those related to

CVD.
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La obesidad: Un problema epidemico

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define obesidad como “una acumulacién
anormal o excesiva de grasa que puede ser perjudicial para la salud” (OMS, 2015b). En
otras palabras, la obesidad es considerada como un desorden metabdlico crénico
caracterizado por un aumento en el nimero y/o tamafio de las células del tejido adiposo

(Oliveros et al., 2014).

Para la clasificacién de la obesidad, la OMS (OMS, 2016), la Internacional Obesity Task
Force (ICO, 2010), el Expert Panel on the Identification, Evaluation, and Treatment of
Overweigth and Obesity in Adults (NIH, 2000) y las sociedades cientificas, recurren a
estimar el porcentaje de grasa corporal a partir de datos antropométricos. En este
sentido, el indice de masa corporal (IMC) es el método mas utilizado y aceptado para
clasificar y definir la obesidad, que se calcula dividiendo el peso de una persona en kilos

por el cuadrado de su talla en metros (kg/m?).

La OMS determina sobrepeso como un IMC igual o superior a 25, y obesidad para un
IMC igual o superior a 30, existiendo a su vez subclasificaciones dentro de estos rangos

como se muestra a continuacion en la Tabla 1 (OMS, 2014):

Clasificacion del IMC segun la OMS

Insuficiencia ponderal <18,5
Intervalo normal 18,5-24,9
Sobrepeso >25
Preobesidad 25,0-29,9
Obesidad >30

Obesidad clase | 30,0-34,9
Obesidad clase Il 35,0-39,9
Obesidad clase Ill | >40,0

Tabla 1. Clasificacién del IMC segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS).

Ademas, existen otras clasificaciones como la llevada a cabo por la Sociedad Espaiola

para el Estudio de la Obesidad (SEEDQO) que anade a la clasificacién propuesta por la

2
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OMS una subdivision del sobrepeso en dos categorias e incluye un grado mas de
obesidad (extrema) para los pacientes con IMC igual o superior a 50 kg/m? como se

recoge en la tabla 2 (SEEDO, 2017):

Clasificacion del IMC segun la SEEDO
Peso insuficiente <18,5
Normopeso 18,5-24,9
Sobrepeso grado | 25-26,9
Sobrepeso grado |l (preobesidad) 27 -29,9
Obesidad de tipo | 30,0-34,9
Obesidad de tipo Il 35-39,9
Obesidad de tipo Ill (mérbida) 40-49,9
Obesidad de tipo IV (extrema) >50

Tabla 2. Clasificacién del IMC segtin la Sociedad Espaiiola para el Estudio De la Obesidad (SEEDO).

En 2013, The American Medical Associaton House of Delegates declard la obesidad como
enfermedad (AMA, 2013). En la actualidad, la obesidad es considerada una enfermedad
cronica, multifactorial, cuya presencia depende en un 30-40% de factores genéticos y en
un 60-70% de factores ambientales como la alimentacién o el estilo de vida (Pi-Sunyer,
2002). Asi, el estilo de vida sedentario y la dieta inadecuada en los paises desarrollados
hacen que el sobrepeso se considere el sexto factor de riesgo mas importante en el
desarrollo de una enfermedad asociada (Haslam & James, 2005). Sin embargo, Japdn es
una excepcion ya que, aunque se trata de un pais desarrollado, es el unico en el que el
porcentaje de obesos no alcanza cifras epidémicas (Figura 1). Probablemente esto es
debido a su dieta saludable y a su excelente red de transporte publico, favoreciendo el
aumento de la actividad fisica y la reduccion del sedentarismo. El bajo porcentaje de
obesos y los habitos saludables de la mayoria de su poblacion confiere a Japén ser el
pais con mas esperanza de vida del mundo. Sin embargo, en el resto de paises
desarrollados la obesidad es considerada un problema aun sin resolver. De hecho, vy, a
pesar de la informacion disponible de la relacidn existente entre la obesidad y el
desarrollo de la enfermedad cardiovascular, los paises desarrollados no han sido
capaces de reducir las tasas de obesidad de forma satisfactoria en los ultimos 33 afios

(Ortega et al., 2016).
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Figura 1. Representacion grdfica del porcentaje de la poblacion de 15 o mds afios procedentes de diferentes paises
desarrollados con sobrepeso u obesidad. Con un rombo se representa el porcentaje de sujetos cuyos datos de IMC
fueron “auto informados” de las encuestas de salud basadas en la poblacion. Con un circulo se representan los datos
"medidos" de IMC (estimaciones precisas de la estatura y el peso de los exdmenes médicos). En rojo se resalta el
porcentaje de sujetos con sobrepeso u obesidad en Japon, cuyo valor es notablemente inferior al del resto de paises.
Esta figura ha sido adaptada de Organisation for Economic Co-operation and Development (OECD), cuyos datos fueron
actualizados en 2014.

La obesidad, por tanto, es considerada uno de los principales problemas de salud de
nuestro siglo, alcanzando cifras epidémicas en los paises desarrollados (Hossain et al.,
2007). Segun los ultimos datos aportados por la OMS, en su nota descriptiva relativa a
la obesidad, la prevalencia mundial de esta enfermedad se habia multiplicado por mas
de dos entre 1980y 2014. Concretamente, en el aio 2014 se contabilizaron mas de 1900
millones de adultos de 18 o mas afios con sobrepeso, de los cuales al menos 600 millones
eran obesos. Estos datos representaban un 13% del total de la poblacion mundial,
siendo un 11% hombres y un 15% mujeres. Mas aun, los valores relativos al sobrepeso
fueron adn mayores, ascendiendo a un 39% de la poblacion adulta de 18 o mas afios
(38% de los hombresy un 40% de las mujeres) (OMS, 2015b). En 2015, un total de 107,7
millones de nifios y 603,7 millones de adultos eran obesos (Afshin et al., 2017). En
relacion al futuro, The Organisation for Economic Co-operation and Development calcula
gue en el ano 2020 dos de cada tres individuos presentaran obesidad o sobrepeso en

algunos paises (OECD, 2012).
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En Espafia, las cifras de obesidad son también alarmantes. Segun los ultimos datos
publicados por el Instituto Nacional de Estadistica (INE), el porcentaje de obesos (IMC >
30 Kg/m?) en la poblacién espafiola alcanza un 17,3%. Estas prevalencias son superiores
a las observadas en el resto de poblacion de la Comunidad Europea (13,9%), y con
respecto a la poblacién extranjera del resto del mundo (15,9%) (INE, 2011-2012a). Por
otro lado, publicaciones recientes avalan que el porcentaje de obesos en nuestro pais
ha aumentado de forma mas lenta en los ultimos cinco anos, de modo similar a lo
observado en otros paises (Canada, Inglaterra, Italia y Corea) cuya tasa de obesidad
manifiesta cierta estabilidad o un crecimiento mas moderado que en épocas anteriores

(OECD, 2014).

En cuanto al sexo, también existen diferencias en Espafia, siendo el porcentaje de
hombres obesos (17,1%) superior al de mujeres obesas (16,7%) (INE, 2014). Por otro
lado, la obesidad en Espafia es mas prevalente en personas con menor nivel educativo.
En este sentido, el porcentaje de obesos alcanza un 21,9% en sujetos de nivel educativo
que incluye preescolar, primaria y secundaria de primera etapa; un 13,4% de sujetos
obesos con estudios de secundaria de segunda etapa y postsecundaria no superior; y
por ultimo solo un 9,8% de sujetos obesos con estudios de educacidén superior (INE,

2011-2012b).

Una consecuencia dramatica del aumento de la obesidad, es la disminucion en la
esperanza de vida debido a los trastornos cardiovasculares asociados a la obesidad y a
un aumento de morbilidad en sujetos obesos (Fontaine et al., 2003; Olshansky et al.,
2005). En efecto, cada afio mueren, como minimo, 2,8 millones de personas en el mundo
a causa de la obesidad o sobrepeso (OMS, 2014). Ademds del problema de salud publica,
es importante resaltar la elevada carga econdmica para los sistemas de salud que
supone la obesidad. Durante el afio 2007, los costes sanitarios atribuidos a la obesidad
ascendian a valores comprendidos entre un 2% y un 7% en paises del primer mundo
(Hossain et al., 2007). Estos valores presentan una tendencia al alza en los ultimos afos,
siendo también importante destacar que, ademas de los gastos directos o médicos,
existen multitud de costes indirectos que se asocian a la obesidad y que suponen una
carga econdmica significativa para la sociedad (Spieker & Pyzocha, 2016).
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Por todo lo anterior, puede afirmarse que la obesidad es uno de los mayores retos de la
salud publica para el siglo XXI. Por tanto, existe una necesidad urgente de tomar medidas
de salud publica a nivel nacional y global para prevenir la prevalencia, incidencia y carga

econdmica que supone la obesidad en la sociedad (Tremmel et al., 2017).

La obesidad y su asociacion con el riesgo
cardiovascular

La enfermedad cardiovascular (ECV) es considerada la primera causa de muerte en los
paises desarrollados. En 2012, 17,5 millones de muertes fueron causadas por ECV
alcanzado el 31,1% de muertes registradas en todo el mundo (OMS, 2015a). Segun los
datos disponibles en el afio 2015, la prevalencia de muerte por causa cardiovascular
aumenté respecto a 2012, debiéndose una de cada tres muertes a enfermedades

cardiovasculares (Jokinen, 2015).

Diversos estudios han demostrado que el sobrepeso y la obesidad se asocian con un
elevado porcentaje de ECV, en comparacién con sujetos de peso normal (Burke et al.,
2008; Whitlock et al., 2009; Lu et al., 2014). En este sentido, la obesidad es considerada
el factor de riesgo mas prevalente de ECV en sujetos con enfermedad coronaria
establecida (Lopez-Jiménez et al.,, 2004). En sujetos obesos el riesgo de muerte
prematura se duplica y el riesgo de muerte por ECV se quintuplica en comparacién con
los sujetos no obesos (Poirier et al., 2004). Por el contrario, se han publicado algunos
estudios que muestran una menor incidencia de eventos cardiovasculares y una mayor
supervivencia en pacientes obesos en presencia de un alto IMC en comparacién con los
pacientes no obesos. En este sentido, en un estudio realizado en 221934 personas de 17
paises diferentes se observo que valores altos de IMC, de la circunferencia de la cintura
o del indice cintura-cadera, no conferian ni por si solos ni en combinacién un riesgo
aumentado para padecer ECV con respecto a los sujetos de peso normal. En este
estudio, el riesgo cardiovascular se predijo mejor con los valores de presidn sistélica, el
historial de diabetes y la dislipemia, y no con los marcadores de obesidad (The Emerging

Risk Factors, 2011). Esta controversia entre la presencia de una relacion directa o inversa
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del IMC con el riesgo de padecer ECV ha sido descrita en la literatura como “controversia
de la obesidad”. Las posibles respuestas para tratar de explicar esta controversia han
sido que el IMC no distingue la masa grasa (mas asociada con los desdérdenes
metabolicos) de la masa magra, asi como la distinta distribucion del tejido graso en el

organismo entre los diferentes sujetos (Bastien et al., 2014; Ghoorah et al., 2016).

La posible relacién entre la obesidad y el aumento en el riesgo cardiovascular es debida,
en parte, al impacto de la obesidad sobre la funcién vascular. En este sentido, la
acumulacién de grasa produce alteraciones en la estructura y funcionalidad cardiaca
(Poirier et al., 2004). Asimismo, el aumento de IMC se ha relacionado con alteraciones
en el sistema cardiovascular como, por ejemplo, el aumento de la frecuencia cardiaca,
el aumento en la presidn arterial, tanto sistdlica como diastdlica, y el aumento en el
volumen sanguineo. Todos estos cambios afectan a la estructura y masa cardiaca
ademds de provocar una alteracion en la vasculatura coronaria (Schunkert, 2002).
Ademas, se ha descrito que los cambios funcionales en los vasos de pequeiio calibre
pueden favorecer el desarrollo de enfermedad cardiovascular sistémica en pacientes

obesos (Bagi et al., 2012).

La fisiopatologia de la obesidad y la enfermedad cardiovascular es compleja existiendo
diferentes mecanismos por los cuales ambas patologias interactian (Mandviwala et al.,
2016). Ademas de ser un drgano con gran actividad metabdlica, el tejido adiposo
produce y secreta una gran variedad de adipoquinas, las cuales pueden actuar tanto a
nivel local (6rgano autocrino y/o paracrino) como sistémico (6rgano endocrino),
(Goossens, 2008). Las adipoquinas no solo tienen un papel sobre la inflamacién en el
tejido adiposo, sino que también ejercen su actividad sobre la funcién vascular y sus
mediadores (Fuster et al., 2016). Por ejemplo, la adiponectina modula la funcién
endotelial, aumentando la produccién de dxido nitrico (NO) mediante el aumento de la
fosforilacién de la éxido nitrico sintasa endotelial (eNOS) (Chen et al., 2003). La leptina
puede inducir dafio a nivel vascular mediado por la estimulacién de produccién de
endotelina-1 y de especies reactivas del oxigeno (ROS), asi como de moléculas de

adhesién (Cooke & Oka, 2002). Las citoquinas proinflamatorias, como la interleuquina 6
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(IL-6), el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), el angiotensinégeno, el factor de
crecimiento (TGFB), la leptina o la resistina disminuyen la produccidon y/o la
disponibilidad del NO mediante diferentes fuentes de ROS (Rodriguez-Rodriguez et al.,
2009; Sturm et al., 2009) contribuyendo al desarrollo de ECV.

El impacto de la obesidad sobre la funcién vascular se debe, ademas de las
adipocitoquinas, a diversos factores indirectos. En este sentido, la presencia de grasa
visceral en exceso se asocia con un estilo de vida sedentario que a su vez se relaciona
con el sindrome metabdlico (elevacién de la presion sanguinea, hiperglucemia, altas
concentraciones de triglicéridos y colesterol de baja densidad y descenso de las
concentraciones de colesterol de alta densidad). Todos los componentes del sindrome
metabolico son factores de riesgo para el desarrollo de ECV (Jokinen, 2015). Ademas, es
importante resaltar que la obesidad es una de las causas predominantes de patologias
como la diabetes mellitus o la hipertension arterial (Garcia et al., 2013; DeMarco et al.,
2014). De hecho, las alteraciones metabdlicas, hormonales e inmunoldgicas que
comparten la obesidad y la diabetes pueden contribuir a justificar la relacidén existente
entra ambas patologias (Ferguson et al., 2013; Gutiérrez-Salmerdn et al., 2017). En
Espana, en un estudio multicéntrico realizado en 169023 pacientes se observd que la
prevalencia de diabetes mellitus tipo 2 en sujetos obesos o con sobrepeso fue del 23,6%.
El 17,8% de los pacientes con sobrepeso eran diabéticos y la diabetes mellitus tipo 2
estuvo presente en el 34,8% de sujetos obesos. Ademas, el 92,6% de los sujetos
diabéticos presentaron dislipemia, el 73,7% hipertensiéon y el 37,8% presenté ECV
(Gomis et al., 2014). Ademas de la hipertension, hiperglucemia, hipertrigliceridemia e
hipercolesterolemia, también se han descrito otros factores que contribuyen de manera
indirecta al desarrollo de ECV como son la inflamacion subclinica, la activacion
neurohormonal con aumento del tono simpatico, las altas concentraciones de leptina e
insulina, la apnea obstructiva del suefo, el intercambio aumentado de acidos grasos
libres o el depdsito de grasa intramiocardico y subepicardico (Lépez-Jiménez & Cortes-
Bergoderi, 2011). Es decir, la obesidad contribuye al aumento del riesgo cardiovascular,
en parte, mediante el desarrollo de comorbilidades asociadas (Bloomgarden, 2002;
Poirier et al., 2006; Mandviwala et al., 2016). La reduccién de peso es, en muchos casos,

un componente crucial de la estrategia terapéutica para mejorar la resistencia a la
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insulina, la hipertension y la hipertrofia ventricular izquierda, entre otros factores de

riesgo (Schunkert, 2002).

Otro posible enlace entre |la obesidad y la ECV subyace en la presencia de disfuncién
endotelial. La disfuncién endotelial precede en afios al dafio estructural clinicamente
evidente (Vanhoutte, 2009), siendo el primer paso para el desarrollo de la ECV. En este
sentido, son numerosos los estudios experimentales realizados en distintos modelos
animales de obesidad que indican la presencia de una alteracién en la funcién vascular
(Winters et al., 2000; Kearney et al., 2008). Por ejemplo, en un estudio realizado en
ratones obesos (alimentados con dieta rica en grasa durante 8 semanas) se demostré
gue tanto la liberacion de NO mediada por la insulina como por la acetilcolina estaba
atenuada (Noronha et al., 2005). En humanos, también existen evidencias que muestran
un deterioro de la funcién arterial manifestada por una reduccion de las
vasodilataciones dependientes de endotelio en arterias coronarias y periféricas en
adultos obesos (Meyers & Gokce, 2007). Mas aun, se ha demostrado que la pérdida de
peso, incluso la moderada, podria revertir el proceso de disfuncién endotelial
reduciéndose asi potencialmente el riesgo cardiovascular (Meyers & Gokce, 2007). En
otro estudio en humanos también se confirmé que la pérdida de peso junto con una
modificacion del estilo de vida mejoraron la funcion endotelial en pacientes obesos, un
efecto debido no sélo a un mejor perfil glucémico, sino también secundario a una
reduccién de los niveles plasmaticos de marcadores inflamatorios y adipoquinas (Taddei

et al., 2006).

Obesidad y resistencia a la insulina

La prevalencia de la resistencia a la insulina, paso previo a la diabetes, tiende a aumentar
a lo largo de la historia (loannou et al., 2007), siendo esta prevalencia ain mayor en
poblacién obesa. En un estudio realizado en Estados Unidos se observd que los sujetos
adultos con obesidad (IMC > 30 kg/m?) tuvieron una probabilidad 18,4 veces superior
de desarrollar resistencia a la insulina que los sujetos no obesos (Kocelak et al., 2012).

Estudios realizados en nifios y adolescentes también muestran que el porcentaje de
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resistentes a la insulina es mayor cuanto mayor es el peso, presentando mayor
prevalencia de sindrome metabdlico, en especial hiperglucemia e hipertrigliceridemia

(Yietal., 2014).

Aunque de manera general la obesidad se asocia con resistencia a la insulina, en los
ultimos afios se ha observado que existe un subgrupo de individuos obesos que siguen
siendo sensibles a la insulina y no desarrollan ECV (Sims, 2001; Reaven, 2003). Asi se
estima que aproximadamente un 30% de los individuos obesos pertenecen al grupo de
los dominados obesos “saludables” (“healthy obesity”, obesidad que no se acompania
de alteraciones cardiometabdlicas). Es decir, el mecanismo clave subyacente en los
obesos “saludables” podria ser la preservacién en la sensibilidad a la insulina. Por tanto,
segun algunos autores los trastornos cardiovasculares asociados a la obesidad pueden
estar en parte mediados por la estrecha relacidn existente entre obesidad y resistencia
alainsulina (Ninomiya et al., 2004; McLaughlin et al., 2007; The Emerging Risk Factors,
2011). Apoyando este concepto, en un estudio realizado en sujetos obesos se observo
gue ademas de las alteraciones en la presion sanguinea, y el aumento de la inflamacién
sistémica, presentaban resistencia a la insulina y un deterioro significativo de la
vasodilatacion mediada por el flujo en la arteria braquial. La disminuciéon de peso en
estos sujetos se relaciond con una mejoria en los niveles de insulina, una potenciacién
de la vasodilatacién y una disminucion de la presidn arterial (Williams et al., 2005). En
un modelo animal de obesidad (ratones con obesidad inducida por la alimentacién) se
demostré que la liberacion de NO mediada tanto por acetilcolina como por insulina

estaban atenuadas en comparacién con los ratones no obesos (Noronha et al., 2005).

La resistencia a la insulina se define como la incapacidad del organismo para mantener
el equilibrio en el metabolismo glucidico mediado por insulina (Reaven, 2011). Los
mecanismos de asociaciéon entre obesidad y resistencia a la insulina han sido
ampliamente descritos. El tejido adiposo libera a la circulacidon acidos grasos libres
durante la lipolisis siendo una importante causa de resistencia a la insulina (Snel et al.,
2010). Por tanto, la resistencia a la insulina se produce, en parte, por la actuacién en

cascada de los acidos grasos no esterificados sobre el receptor de insulina (Tinkov et al.,
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2015). Tras el deterioro de la funcién del receptor de insulina se produce un aumento
de la concentracion de insulina, que a su vez desencadena un aumento de la liberacion
de acidos grasos perpetuando un circulo vicioso (Bruce & Hanson, 2010). Otro de los
mecanismos estudiados en la asociacién entre la obesidad y resistencia a la insulina es
la liberacién de citoquinas proinflamatorias. EIl metabolismo lipidico del tejido adiposo
disfuncional conduce a un aumento de los acidos grasos libres circulantes que inician
una cascada de seializacidn inflamatoria desencadenando la secrecién de citoquinas
como IL-6, TNF-a e IL-1B que atraen células del sistema inmune como las células
dendriticas, las células T y los macrofagos al tejido adiposo. La infiltracion de estas
células del sistema inmune en el tejido adiposo produce a su vez mayor secrecidon de
citoquinas provocando una inflamacion crénica de bajo grado del tejido adiposo que
parece ser una de las causas del desarrollo de la resistencia a insulina asociada a
obesidad (Kern et al., 2001; Maachi et al., 2004; McArdle et al., 2013). Un estudio
reciente reveld que el consumo de comidas ricas en grasa puede conducir al aumento
de los marcadores inflamatorios postprandiales, en particular la IL-6 plasmatica en
personas con sobrepeso y obesidad (Teng et al., 2014). Por contra, la adiponectina, un
factor sensibilizador a insulina, estd en niveles reducidos en humanos obesos vy
resistentes a insulina (Maachi et al., 2004). Una de las mas importantes adipocitoquinas
el TNF-a, se cree que produce resistencia a la insulina al inducir un defecto en la
capacidad de fosforilacion de residuos de tirosina en el primer sustrato del receptor de
insulina (IRS-1), necesaria para la progresién de la sefial intracelular de la hormona
(Meshkani & Adeli, 2009). Por otro lado, la resistina favorece la resistencia a la insulina
y puede ejercer efectos directos sobre la pared vascular. Recientemente, se ha
demostrado que la resistina empeora la vasodilatacion mediada por insulina tanto en
aorta como en vasos mesentéricos procedentes de ratones (Gentile et al., 2008). Por
tanto, la resistencia a la insulina microvascular es un evento temprano en la obesidad
donde la inflamacidn parece jugar un papel fundamental (Zhao et al., 2015; Nandipati
et al., 2017). Ademas de la lipolisis y la inflamacién, recientemente ha surgido otra
hipdtesis que podria contribuir al desarrollo de resistencia a la insulina como es un
descenso en la concentracion de algunos oligoelementos (cromo, zinc o vanadio) en los
adipocitos de sujetos obesos morbidos (Tinkov et al., 2015). Por tanto, la fisiopatologia

de la obesidad y la resistencia a la insulina se considera un proceso complejo, donde son
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multiples las vias que pueden contribuir al desarrollo de la resistencia a la insulina en

obesos.

Resistencia a la insulina como factor de riesgo
cardiovascular

Historicamente, diversos estudios avalan que la resistencia a la insulina es un factor de
riesgo para el desarrollo de ECV (Ducimetiere et al., 1980; Després et al., 1996; Laakso
& Kuusisto, 2014; Patel et al., 2016; Salazar et al., 2016). La resistencia a la insulina, en
cualquier grado de obesidad, acentua el riesgo de padecer enfermedad coronaria y
diabetes tipo 2 (Abbasi et al., 2002). Mas aun, existen muchas alteraciones que se han
asociado con la resistencia a la insulina y que podrian contribuir a aumentar el riesgo de
padecer ECV. Por ejemplo, la elevacién de la presidn sanguinea, el estado
procoagulante, la hiperuricemia, el aumento de la actividad del sistema simpatico, el
incremento de la reabsorcion tubular de sodio o la disfuncién endotelial (Reaven, 2011).
En este sentido, el enlace entre la resistencia a la insulina y el desarrollo de la ECV podria
ser la presencia de disfuncion endotelial. De hecho, los sujetos resistentes a la insulina
se caracterizan por presentar disfuncion endotelial que contribuye a un mayor riesgo de

aterosclerosis (Steinberg et al., 1996).

La resistencia a la insulina afecta a tejidos como el higado, el musculo, o el tejido
adiposo, pero ademas esta presente en el endotelio vascular aunque los mecanismos
por los que se produce aun no estan bien esclarecidos (Kearney et al., 2008). Se ha
descrito que la insulina tiene efecto vasodilatador y regula el metabolismo vy la
homeostasia hemodindmica (Montagnani & Quon, 2000). La insulina, en condiciones
fisioldgicas, inicia sus efectos bioldgicos a nivel endotelial estimulando la produccién de
NO por un mecanismo dependiente de fosfoinositol-3-quinasa (PI-3K). Posteriormente,
la PI3K activa la isoforma constitutiva de la eNOS por fosforilacién de su residuo Ser1179
mediante un mecanismo independiente de calcio y a través de la activacion de la
proteina quinasa AKT (Zeng & Quon, 1996; Zeng et al., 2000; Montagnani et al., 2001;

Montagnani et al., 2002). Un deterioro en esta via de transduccién de la sefial de la
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insulina a nivel vascular se ha observado en la obesidad y en la resistencia a la insulina
(Kuboki et al., 2000; Jonk et al., 2007). En sujetos obesos se ha descrito la presencia de
una reduccion de la vasodilatacién mediada por insulina (Gentile et al., 2008) y una
expresion reducida del receptor de insulina (Goodyear et al., 1995). En ratas obesas con
resistencia a la insulina se ha observado una menor activacién de eNOS mediada por

insulina (Walker et al., 1999).

Diversos estudios en animales obesos indican que la resistencia periférica a la insulina
se puede considerar un mediador de la disfuncidn vascular. En un estudio realizado en
ratones obesos resistentes a la insulina se comprobd que la relajacién endotelio-
dependiente inducida por acetilcolina (ACh) y no endotelio-dependiente en respuesta a
nitroprusiato sédico (NPS) estaba deteriorada respecto al grupo control (Ali et al., 2009).
Otro estudio en hamsteres sometidos a una dieta rica en grasa demostrd que un
aumento del tejido graso en los animales se relacionaba con un mayor grado de
resistencia a la insulina y un deterioro de la vasodilatacién dependiente de endotelio en
respuesta a ACh (Costa et al., 2011), confirmandose, por tanto, la implicacion de la
resistencia a lainsulina asociada a obesidad en el deterioro de las relajaciones endotelio-

dependientes.

Estudios en humanos también apoyan la relacidon entre resistencia a la insulina y
disfuncién endotelial (Lteif et al., 2005). En un trabajo realizado en sujetos adultos con
obesidad mérbida se observé que la funcidn vasodilatadora mediada por el endotelio
de la arteria braquial empeoraba a medida que aumentaban los niveles de insulina, el
indice Homeostasis Model Assessment of Insulin Resistance (HOMA-IR) y los niveles de
triglicéridos (Galvao et al., 2012). Otro estudio en pacientes no diabéticos también
confirmé que la resistencia a la insulina limita la relajacion dependiente de endotelio en
arteria coronaria (Fujii et al., 2008). Otros autores comprobaron que, en sujetos obesos
morbidos resistentes a la insulina sin ECV conocida, fue la resistencia a la insulina
(medida mediante el indice HOMA-IR), y no el IMC, el factor determinante en el
deterioro de la funcién vascular en arteria carétida (Lupattelli et al., 2013). Por ultimo,

el tratamiento con hipoglucemiantes que produjo un descenso en los niveles de glucosa
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y por tanto del indice HOMA-IR en sujetos obesos resistentes a la insulina resultd en una
mejoria en la funcién endotelial medida en arteria braquial (Brame et al., 2004; Vitale et

al., 2005).

Por tanto, la alteracidn en la funcién endotelial parece jugar un papel primordial en al
desarrollo de la ECV y podria ser el enlace que relaciona la obesidad/ resistencia a la
insulina/ dafio vascular. EI mejor conocimiento de los mecanismos subyacentes de la
disfuncion endotelial asociada a la resistencia a la insulina en sujetos obesos permitira
establecer estrategias farmacoldgicas dirigidas a intervenir sobre estos mecanismos y

por tanto reducir el riesgo de padecer enfermedad cardiovascular.

Endotelio vascular

El endotelio vascular esta considerado un érgano multifuncional. Ademas de su papel
de barrera selectiva entre la sangre y la pared vascular, el endotelio se caracteriza por
su gran capacidad de secrecién autocrina y paracrina convirtiéndose en un regulador
fundamental del tono vascular (Behringer & Segal, 2012; Puissant et al., 2014). El
endotelio desempefia también un papel fundamental en la prevencion de formacion de
trombos en los vasos sanguineos, permitiendo en condiciones fisioldgicas un correcto
grado de fluidez sanguinea (Jackson, 2011). Por otro lado, el endotelio participa en la
adhesidn de leucocitos, eritrocitos y plaguetas a través de selectinas (Telen, 2014), y en
la regulacién del crecimiento y proliferacion de las células musculares lisas vasculares
asi como en la angiogénesis o formacion de nuevos vasos (Stapor et al., 2014). Por
ultimo, cabe destacar también la funcién del endotelio como modulador del proceso

inflamatorio e inmunitario (Biedermann, 2001).

Todas estas funciones son posibles gracias a la sintesis y liberacion de diferentes
sustancias vasoactivas por parte del endotelio. Los principales factores vasodilatadores
sintetizados por el endotelio son el NO, la prostaciclina (PGl;) y el factor hiperpolarizante
derivado del endotelio (EDHF), y los principales factores vasoconstrictores son la

endotelina-1, el tromboxano A2, y la angiotensina Il (Cahill & Redmond, 2016). En
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condiciones normales el endotelio contribuye a la homeostasis vascular. Por tanto, la
integridad del endotelio es esencial para el funcionamiento normal de la pared vascular.
Cuando se altera este equilibrio entre los factores vasodilatadores y vasoconstrictores
se pueden facilitar patologias como la aterosclerosis u otros desérdenes

cardiovasculares (Feletou & Vanhoutte, 2006).

Factores vasodilatadores derivados del endotelio

Como se ha mencionado anteriormente, existen tres componentes fundamentales que

intervienen en la relajacion endotelial: el NO, la PGl y el EDHF.

Oxido Nitrico (NO)

En 1980 se publicé por primera vez la existencia de un factor endotelial que desempefia
un papel fundamental en la vasodilatacidn vascular al que se denominé factor relajante
derivado del endotelio (EDRF o endothelium-derived relaxing factor) (Furchgott &
Zawadzki, 1980). En 1987 se establecié que el EDRF se correspondia con el NO (lgnarro
etal., 1987; Palmer et al., 1987). Como consecuencia en 1998, se otorgo el premio Nobel
de Medicina y Fisiologia a los cientificos Robert F. Furchgott, Louis J. Ignarro y Ferid
Murad por sus descubrimientos en relacién con el NO como molécula de seiializacién

fundamental en el sistema cardiovascular.

El NO, es una molécula sintetizada por diversos tipos celulares y juega un papel
fundamental en la modulacién del tono vascular gracias a su accion vasodilatadora.
Ademas, participa en la regulacién de diversos procesos fisiolégicos como la inhibicién
de la activacidn de las moléculas de adhesion y de la agregacidn plaquetaria, interviene
en la neurotransmision central y periférica y frena el crecimiento de las células

musculares lisas (Moncada et al., 1991; Moncada & Higgs, 1995; Sagach et al., 2006).

En las células endoteliales, el NO se sintetiza a partir del sustrato L-arginina por accion
de la eNOS que produce la oxidacion de L-arginina a citrulina liberandose NO (Palmer et

al., 1988). El proceso es complejo y requiere de la participacién de un agente reductor
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como la nicotinamida adenina dinucledtido fosfato (NADPH), un grupo hemo y también
de otros cofactores: flavina adenina dinucleétido/mononucleétido (FAD/FMN), vy
tetrahidrobiopterina (BH4) (Alderton et al., 2001). Se han identificado tres isoformas

dentro de la familia de enzimas NOS:

e La NOS neuronal (nNOS, NOS1) se expresa de forma abundante en las neuronas,
pero también se expresa en otros tejidos como el endotelio vascular
contribuyendo a la homeostasis vascular (Costa et al., 2016). Ademas de favorecer
la formacion de NO, la nNOS participa también en la produccién de perdxido de
hidrégeno, que en condiciones fisioldgicas contribuye también a la vasodilatacion

(Capettini et al., 2008).

e La NOS endotelial (eNOS, NOS3) se expresa en células endoteliales (Shu et al.,
2015) y es la principal responsable de la formacién del NO en condiciones
fisioldgicas.

e La NOS inducible (iNOS, NOS2), contrariamente a las otras dos isoformas, no es
dependiente de calcio-calmodulina. Se expresa en situaciones de sepsis e
inflamaciéon (Vallance & Chan, 2001; Capettini et al.,, 2008) y participa en los

procesos de dafio cardiovascular (Kibbe et al., 1999).

A pesar de que la eNOS y la nNOS son dos isoformas constitutivas, su actividad también
depende de otros factores. En primer lugar, existen mecanismos de activacion de la NOS
independientes de calcio como son la insulina como se ha detallado anteriormente
(Shankar et al., 2000) y la fuerza de cizallamiento (shear stress) (Ulker et al., 2011; Ulker
et al., 2013). La fuerza de cizallamiento del flujo sanguineo sobre la pared arterial
provoca una reaccién en el endotelio produciendo la activacion de la proteina quinasa,
Akt, que fosforila la eNOS causando su activaciéon vy, por tanto, facilitando la formacién
de NO. Fisioldgicamente éste es el estimulo mas importante para la activacion de la
eNOS (Dimmeler et al., 1999). Por ultimo, existe un tercer estimulo calcio y calmodulina
dependiente (Piazza et al., 2015) capaz de activar la eNOS o la nNOS y es el mediado por
diferentes agonistas como la acetilcolina, serotonina, trombina o bradiquinina

(Flavahan, 1992).
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Historicamente se ha descrito que la accién vasodilatadora del NO se debe a la

activacion de la enzima citoplasmatica guanilato ciclasa en el musculo liso vascular. La

activacion de la guanilato ciclasa estimula la conversidn del guanosin trifosfato (GTP) a

guanosin monofosfato ciclico (GMPc). La acumulacién de GMPc en la célula muscular

lisa causa la activacion de la proteina quinasa G (PKG), iniciando una cascada bioquimica

intracelular cuyo resultado final es la disminucién de la concentraciéon de calcio

citosdlico causando la relajacion del musculo liso vascular (Holzmann, 1982; Rapoport &

Murad, 1983; Palmer et al., 1987; Hill et al., 2010) (Figura 2).

L-arginina
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: Fuerza de Acetilcolina, serotonina,
Insulina A o
cizallamiento trombina, bradiquinina
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Figura 2. Esquema de la sintesis y difusion del NO. Rl, receptor de insulina; IRS, sustrato del receptor de insulina; PI-
3-K, fosfoinositol-3-quinasa; P, fosforo; eNOS, dxido nitrico sintasa endotelial; Ca?*, calcio iénico; NADPH, nicotinamida

adenina dinucledtido fosfato; BH, tetrahidrobiopterina; FAD, flavina adenina dinucledtido;
mononucledtido; NO, oxido nitrico; GTP, guanosin trifosfato; GMPc, guanosin monofosfato ciclico.
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Ademas de la sintesis enzimatica del NO, también existe una sintesis endégena por
oxidacién de nitritos de la dieta que en condiciones de hipoxia o acidemia producen NO

(Vitturi & Patel, 2011).

Prostaciclina (PGl,)

La PGI; fue el primer factor derivado del endotelio descrito. Se defini6 como una
sustancia antiagregante capaz de producir relajacion del musculo liso vascular (Moncada

et al., 1976; Moncada et al., 1977).

La prostaciclina se produce a partir de los fosfolipidos de membrana y mediante la
enzima cicloxigenasa (COX). Las fosfolipasas liberan acido araquidénico que es
transformado por la accion de la COX en Prostaglandina Hz que da lugar a tromboxano,
prostaglandinas D, E y F y prostaciclina por la accion de sintasas especificas. La
prostaciclina es capaz de estimular receptores especificos en el musculo liso acoplados
a proteinas Gs que activan la enzima adenilato ciclasa (AC), que cataliza la conversion de
ATP en adenilato monofosfato ciclico (AMP¢). A su vez, el AMPc activa la proteina
quinasa A que fosforila proteinas que permiten la relajacién vascular (Parkington et al.,

2004).

Existen evidencias que demuestran que PGI2 protege contra la aterotrombosis y otras
lesiones vasculares, relacionandose la disminucién o alteracion de PGI2 con diversas

patologias cardiovasculares (Arehart et al., 2007).

Factor hiperpolarizante derivado del endotelio (EDHF)

Son numerosas las evidencias que indican la existencia de un mecanismo de relajacion
endotelio-dependiente mediado por un factor independiente del NO y de la PGl y que
puede tener lugar como consecuencia de la hiperpolarizacién de las células del musculo
liso vascular (Matsumoto et al., 2017). Este proceso se debe probablemente a un factor
gue provoca un incremento en la concentracion del calcio endotelial, abre los canales
de potasio dependientes de calcio y produce hiperpolarizacién y vasodilatacion (Busse

et al.,, 2002). El factor que desencadena la hiperpolarizacion de la membrana se
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denomina de forma genérica factor hiperpolarizante derivado del endotelio (EDHF), y
aunque no se ha establecido de forma clara su naturaleza, se han propuesto varios
candidatos, como los 4acidos epoxyeicosatrienoicos (EETs), metabolitos del acido
araquidonico originados por la actividad de la citocromo P450 oxigenasa, el peréxido de
hidrogeno (H203), el mondxido de carbono (CO) y sulfuro de hidrogeno (H,S) entre otros

(Feletou & Vanhoutte, 2009).

La importancia del EDHF en la relajacién endotelial se ha demostrado en varios vasos
sanguineos de diferentes especies, incluyendo la humana, jugando un papel importante
en la fisiologia cardiovascular (Luksha et al., 2009). Mas aun, la contribucién del EDHF a
la relajacion dependiente de endotelio aumenta conforme el calibre del vaso disminuye

(Honing et al., 2000).

Factores vasoconstrictores derivados del endotelio

Endotelina-1

La endotelina-1 se ha descrito como el vasoconstrictor mas potente en el sistema
cardiovascular humano con una accidon notablemente duradera (Davenport et al., 2016).
La endotelina-1 favorece la vasoconstriccidon y la proliferacién celular a través de la
activacion de receptores especificos: los ETA y ETB en las células del musculo liso
vascular. Por el contrario, los receptores ETB en las células endoteliales causan
vasodilatacion a través de la liberacion de NO y PGI; (Spieker et al., 2001). Aunque en
condiciones fisioldgicas la endotelina-1 es considerada una proteina ubicua y
fundamental en la homeostasis vascular, también se ha visto implicada en varias vias
fisiopatoldgicas asociadas a la disfuncion vascular y las enfermedades cardiovasculares
(Kaoukis et al., 2013). El NO y la endotelina-1 ejercen funciones antagdnicas sobre la
funcién vascular y, por tanto, un desequilibrio entre estos dos mediadores es
caracteristico de la disfuncién endotelial y es importante en la progresion de la

enfermedad vascular (Bourque et al., 2011).
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Tromboxano A2

El tromboxano A2 es un metabolito inestable del acido araquiddnico que se produce por
la accion de la tromboxano sintetasa sobre la prostaglandina PGH2, y en un paso previo,
por la degradacion enzimatica del acido araquiddnico por la COX (Dogne et al., 2004). El
tromboxano A2 participa en diversos procesos fisioldgicos y fisiopatoldgicos, incluyendo
la agregacién plaquetaria y la contraccién del musculo liso (Nakahata, 2008). Diversos
estudios han revelado la implicacién de altos niveles del tromboxano A2 en la disfuncién

endotelial (Ellinsworth et al., 2014).

Angiotensina ll

El sistema renina angiotensina es uno de los principales sistemas que regulan la presién
arterial y el tono vascular tanto a nivel sistémico como a nivel tisular (lgic & Skrbic, 2014;
Miyajima et al., 2015). Uno de sus principales efectores es la Angiotensina Il, que es
producida por la accién de la enzima convertidora de angiotensina (ECA), encargada de
convertir la angiotensina | en angiotensina Il. La angiotensina Il, a través de la
estimulacion del receptor AT1, participa en diversas funciones cardiovasculares,
metabodlicas y de respuesta a los factores de estrés. Por el contrario, la funcion de los
receptores AT2 no ha sido descrita con claridad, aunque algunos resultados recientes
relacionan la activacion de los receptores AT2 con la regulacidén de la respuesta a los
estimulos de estrés (Saavedra & Armando, 2017), proporcionando su regulacidon una
proteccion enddgena a procesos inflamatorios, oxidativos y apoptoticos (Kaschina et al.,
2017). La angiotensina |l, después de la consiguiente activaciéon de sus receptores,
estimula la produccion de endotelina-1 y de otros mediadores, tales como el activador
de plasminégeno. Muchas de sus acciones estan mediadas por mecanismos oxidativos,
de los cuales el mejor caracterizado es el generado por la activacion de la NADH/NADPH
oxidasa, con la consiguiente produccion de anién superodxido (Pacher et al., 2007;
Nguyen Dinh Cat & Touyz, 2011). La elevacién de angiotensina Il por encima de los
niveles normales aumenta, por tanto, la produccion de anién superéxido, promoviendo
el estrés oxidativo y la disfuncién endotelial, y jugando un papel fundamental en

diversas patologias (Boegehold et al., 2015).
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Disfuncion endotelial

Como se ha descrito anteriormente, el endotelio vascular contribuye a la homeostasis
vascular y, por tanto, cuando se altera su estructura y funciones, se produce disfuncién
endotelial, considerada el paso previo al desarrollo de la ECV (Davel et al., 2011). Aunque
la disfuncion endotelial engloba cualquier alteracion en las funciones del endotelio,
generalmente la mayoria de los estudios experimentales y clinicos restringen el término
a la alteracion en la regulacion del tono vascular, y en particular, a la alteracién en la

relajacién endotelio-dependiente (Hadi et al., 2005).

Diversos estudios experimentales en modelos animales de obesidad y en humanos
obesos han demostrado un impacto negativo de la obesidad sobre la funcién endotelial.
Se ha evidenciado una disminucion de la vasodilatacion mediada por flujo en la arteria
braquial de sujetos severamente obesos (IMC= 42,3 + 4,3 kg/m?), siendo el didmetro de
la grasa visceral el factor determinante en la disfuncion endotelial asociada a la obesidad
(Sturm et al., 2009). En un meta-andlisis reciente llevado a cabo utilizando datos de 3
grandes cohortes, se observd un deterioro gradual, desde el peso normal hasta la
obesidad, de la funcion microvascular, determinada por la Tonometria Periférica Arterial
(PAT). Esto ocurrid tanto en el grupo de los sujetos metabdlicamente saludables, como
en el grupo con enfermedad metabdlica asociada a obesidad. Por tanto, la obesidad es
considerada perjudicial para la salud vascular independientemente del estado
metabodlico (Brant et al., 2017). Los estudios realizados en modelos animales de
obesidad, como ratones obesos (Candela et al., 2017) o ratas obesas
(Aghamohammadzadeh et al., 2015), también ponen de manifiesto el deterioro de la

funcidn vascular asociado a la obesidad.

Mecanismos implicados en disfuncion endotelial
asociada a resistencia a la insulina y obesidad

El origen de la disfuncién endotelial es multifactorial, habiéndose postulado en su

génesis varios mecanismos que se describen a continuacién:
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Estrés oxidativo

Un radical es una molécula que tiene uno o mas electrones desapareados en los
orbitales moleculares mas externos. Generalmente los radicales son moléculas
altamente reactivas ya que su electrén libre tiende a reaccionar con otras moléculas
para estabilizarse (Kehrer & Klotz, 2015). Los radicales libres provienen generalmente
de las ROS, que son moléculas intermedias en las reacciones de reduccién del oxigeno.
Las ROS Incluyen radicales libres inestables con un electron desapareado como el
superoxido (02 *), hidroxilo (*OH), peroxilo (RO2*), o alquilo (RO*®) y los no radicales libres
como H20, &cido hipocloroso (HOCI), ozono (0s3), u oxigeno singlete (*0,). Los oxidantes
gue contienen nitrégeno, como por ejemplo el NO, se denominan especies reactivas de

nitrogeno (RNS) (Bedard & Krause, 2007).

La cascada de ROS comienza generalmente con la formacion del anién superdxido que
tiene una vida media muy corta ya que dismuta rapidamente a peréxido de hidrégeno
de forma espontdnea, y mucho mas rapidamente mediante la accién de la enzima

superoxido dismutasa (SOD):

SOD
2 0,° + 2H* > H,0,+0,

El H,0,, a diferencia del anién superdxido, no es un radical libre sino una molécula
mucho mas estable y un agente oxidante mas débil. Sin embargo, en presencia de
metales de transicion como el hierro o el cobre, el H,02 puede dar lugar al *OH, un radical
muy reactivo y téxico, mediante la reaccién quimica de Fenton (Thannickal & Fanburg,
2000). Otros elementos en la cascada de ROS incluyen la formacién de peroxinitrito a
partir del anién superdéxido y del NO. El peroxinitrito puede nitrar residuos tirosina de
determinadas proteinas, impidiendo las interacciones funcionales de las mismas,

comprometiendo la viabilidad celular (Pacher et al., 2007).

A concentraciones moderadas, las ROS desempefian un papel fisiolégico importante

como moléculas de sefializacion con funciones reguladores que modulan los cambios en
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la homeostasis celular y tisular (Droge, 2002). Sin embargo, el aumento excesivo y/o
sostenido en la produccion de ROS tiene como consecuencia un aumento de la
proliferacion e hipertrofia celular, de la fibrosis, de la migracién celular, de la
angiogénesis y de la inflamacion (Ogita & Liao, 2004). Todos estos procesos estan
implicados en la patogénesis de numerosas enfermedades como el cancer, la diabetes

mellitus, y la aterosclerosis (Droge, 2002).

En condiciones normales, las células mantienen un estado de equilibrio redox entre la
produccién de las ROS y RNS y su desaparicidon, mediante sistemas enzimaticos (SOD,
hemo oxigenasa, catalasa, paraoxonasa o glutation peroxidasa) y no enzimaticos
(vitamina C, vitamina E, etc.) (Li et al., 2013). Sin embargo, en determinadas situaciones
este equilibrio se rompe, ya sea por un exceso de produccion de pro-oxidantes, una
deficiencia de los sistemas antioxidantes, o por una conjuncién de ambas circunstancias
generando un estado de estrés oxidativo que, en mayor o menor grado, puede llegar a
producir lesiones celulares reversibles o irreversibles (Forstermann, 2008). Algunos
autores han descrito que la alteracién del estado antioxidante en roedores puede alterar
significativamente el desarrollo de resistencia a la insulina o diabetes (Styskal et al.,

2012).

Contribucién del estrés oxidativo a la disfuncidon endotelial

El estrés oxidativo dafa el sistema vascular de forma directa reduciendo la produccién
del NO y disminuyendo, por tanto, su capacidad vasoprotectora (Higashi et al., 2009;
Schramm et al., 2012). Diversos estudios avalan que la formacién de ROS, y en especial
el anidn superoxido, es el mecanismo aislado mas importante para el deterioro de la
funcion vascular (Montezano & Touyz, 2012). Su implicacién en la génesis del dafio
vascular se ha descrito en multiples patologias como la diabetes mellitus, la resistencia
alainsulinay la obesidad (Matsuda & Shimomura, 2014). En este sentido, se ha descrito
gue la obesidad per se puede inducir estrés oxidativo sistémico a través de diversos
mecanismos como la generacion de superdxido a partir de la NADPH oxidasa, la
fosforilacion oxidativa, y la activacion de la proteina quinasa C, entre otros. Ademas,

existen otros factores que pueden inducir el estrés oxidativo asociado a la obesidad
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como la disminucion de la defensa antioxidante, y la inflamacién crénica (Manna & Jain,
2015). Mds aun, parece ser que el estrés oxidativo es un factor crucial en la patogénesis

de la resistencia a la insulina asociada a la obesidad (Das et al., 2016).

La implicacion del estrés oxidativo en el deterioro de las relajaciones endotelio-
dependientes observadas en la resistencia a la insulina y obesidad se ha evaluado
utilizando distintos barredores de radicales libres. En este sentido, ratones obesos
(Kobayasi et al., 2010) y sujetos obesos moérbidos (Virdis et al., 2011) muestran una
mejoria en las relajaciones endotelio-dependiente después del tratamiento con SOD, o
con el mimético de la SOD, TEMPOL, que actian como barredores de superdxido

(Bertera et al., 2014).

Existen diferentes fuentes de estrés oxidativo que contribuyen al deterioro de la funcién

vascular como se describe a continuacion:

Fuentes de estrés oxidativo

Xantina oxidasa

La xantina oxidoreductasa es una enzima que se localiza fundamentalmente en las
células vasculares y especialmente en las células endoteliales (Bailey et al., 1988; Vickers
et al., 1998). Esta enzima posee dos formas intercambiables: la xantina deshidrogenasa
y la xantina oxidasa capaces de catalizar la reaccion de oxidacion de la hipoxantina y la
xantina en el metabolismo de las purinas. La xantina deshidrogenasa utiliza como
cofactor en la reaccidon el NAD* formandose NADH. La xantina oxidasa, a diferencia de la
anterior, utiliza como cofactor el oxigeno generandose como resultado anién superdxido

y H20; (Cai & Harrison, 2000).

Se ha descrito ampliamente la implicacion de la xantina oxidasa como fuente de anidn
superoxido en la disfuncion endotelial (Berry & Hare, 2004). Varios estudios en pacientes
con ECV conocida o con factores de riesgo para desarrollarla, revelaron una mejoria de

la funcidn endotelial y de los marcadores circulantes de estrés oxidativo tras la inhibicidn
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de la xantina oxidasa (Doehner & Anker, 2005; Higgins et al., 2012). En un modelo animal
de resistencia a la insulina (ratas tratadas con fructosa en agua de bebida y dieta rica en
grasa y sal durante doce semanas) la administracién del inhibidor de la xantina oxidasa,
alopurinol, después del establecimiento de la resistencia a la insulina y durante el
desarrollo de complicaciones vasculares, produjo una mejoria en la funcién vascular (El-
Bassossy & Watson, 2015). Mas aun, un aumento de la actividad de la xantina oxidasa
se ha observado en humanos con obesidad. En estos sujetos, la reduccidn de peso se
asocié con un descenso significativo en la actividad de la xantina oxidasa (Richette et al.,

2016).

NADPH oxidasa

Numerosos estudios sugieren que la NADPH oxidasa es la fuente mas importante de
anion superdxido en las células vasculares (Maghzal et al., 2012; Chang et al., 2017).

La familia de las NADPH oxidasas, también conocida como NOX/DUQOX, es un conjunto
de enzimas que transfieren los electrones a través de las membranas biolégicas
reduciendo el oxigeno a anién superdxido como se muestra en la siguiente reaccion

(Bedard & Krause, 2007):

NADPH oxidasa
NAD(P)H + 20, » NAD(P)*+H*+20,°

La familia NOX se compone de siete homdlogos cataliticos: NOX1, NOX2, NOX3, NOX4,
NOX5, DUOX1 y DUOX2 (Gianni et al., 2011) que se diferencian en los mecanismos que
los regulan, en su localizacion tisular y en los productos ROS que generan (Teixeira et al.,
2016). Las subunidades NOX1, NOX2, y NOXS5, se expresan en el endotelio vascular, y sus
actividades se asocian con dafio endotelial. Mas aun, la subunidad NOX4, considerada
la isoforma mads abundante a nivel endotelial (Ago et al., 2004), aunque se asocia con
dano endotelial existe evidencia que indica que puede ejercer una accidén protectora

sobre el endotelio vascular (Montezano & Touyz, 2012).

La activacion de la NADH/NADPH oxidasa, con el consecuente incremento de la
formacién de ROS vascular, puede producirse por la accidon de diferentes estimulos tales
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como: la angiotensina ll, la trombina, el factor de crecimiento derivado de las plaquetas,
y el TNF-a (Cai & Harrison, 2000). La formacion de ROS mediada por la NADPH oxidasa
participa en la patogénesis de la disfuncidén endotelial asociada a situaciones patoldgicas
en las cuales se ha descrito un aumento de la actividad enzimatica de la NADPH, como
las enfermedades cardiovasculares (Lambeth et al., 2008), la resistencia a la insulinay la
obesidad. En este sentido, se ha demostrado que las ROS derivados de NOX4 pueden
jugar un papel en el inicio de la resistencia a la insulina y la inflamacion del tejido
adiposo. Por tanto, las intervenciones farmacoldgicas dirigidas a disminuir la produccion
de ROS mediado por NOX4 podria representar una estrategia en la prevencion de la
resistencia a la insulina, frecuentemente asociada a la obesidad (Den Hartigh et al.,
2017). En linea con lo anterior, recientemente se ha descrito la eficacia de una molécula
inhibidora de la NOX2, la 3-benzil-7-(2-benzoxazolil)tio-1,2,3-triazolo[4,5-d]pirimidina,
también denominada VAS2870 (Sun et al., 2012), capaz disminuir la formacién de las
ROS a nivel vascular (Schramm et al., 2012; Nikiforova et al., 2013). En concreto, la
adicién aguda del VAS 2870 produjo una mejoria de la relajacidon endotelial en arterias

mesentéricas de ratas resistentes a la insulina (El Assar et al., 2015a).

Cadena de transporte mitocondrial

Las mitocondrias son esenciales para el mantenimiento de la funcion fisiolédgica normal
de las células, controlando la supervivencia o la muerte celular y la adaptacién a los
cambios en el entorno metabdlico. La mitocondria juega, por tanto, un papel
fundamental en la vida celular y es considerada la principal responsable de la obtencién
de energia, en forma de ATP. Ademas, la mitocondria produce a lo largo de su vida
grandes cantidades de anidn superoxido y H.0; que pueden generar a su vez otros
radicales libres (Kukat & Trifunovic, 2009). Por tanto, las modificaciones de la dindmica
mitocondrial en los drganos implicados en el metabolismo energético como el pancreas,
el higado, el musculo esquelético y el tejido adiposo blanco podrian ser de gran
relevancia en el desarrollo de la resistencia a la insulina, la obesidad y la diabetes tipo 2

(Lahera et al., 2017).
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La mitocondria junto con la NADPH oxidasa son consideradas las principales fuentes de
estrés oxidativo que participan en la en la génesis de la disfuncidon endotelial (Szewczyk
et al., 2015). Ambas fuentes estan relacionada entre si, de hecho la NOX4 es considerada
una fuente mitocondrial de estrés oxidativo, acelerando la actividad de la cadena
respiratoria mitocondrial y favoreciendo la produccién de ROS (Touyz & Montezano,
2012). Para contrarrestar el estrés oxidativo, la mitocondria posee mecanismos de
detoxificacion como la SOD, la glutation peroxidasa, la catalasa, etc., que neutralizan el
anion superodxido y los perdoxidos formados para prevenir el dafio celular (Kluge et al.,
2013). Cuando se produce un desequilibrio entre los factores antioxidantes y oxidantes
mitocondriales en favor de éstos ultimos se produce un aumento de superéxido que
reacciona con el NO, causando una marcada reduccion de la actividad bioldgica del
mismo, para formar el peroxinitrito, que constituye otro factor de dafio mitocondrial. El
estado oxidativo mitocondrial se mantiene a través de mecanismos de
retroalimentacién positiva (Pacher et al., 2007) perpetuando asi un circulo vicioso (Li et
al., 2013) favoreciendo el desarrollo de la disfuncién endotelial, lo que desencadena
complicaciones cardiovasculares (Higashi et al., 2014). Por tanto, la reduccidon del estrés
oxidativo de origen mitocondrial podria tener un impacto positivo sobre la funcién
endotelial. En este sentido, la infusidon in vivo del barredor de anién superdxido
mitocondrial, mitoTEMPO, en ratones hipertensos provocé una disminucién en la
produccion vascular de anion superdxido y un aumento de la produccion de NO y, como
consecuencia, un aumento de la relajacion endotelial (Dikalova et al., 2010). En otros
estudios realizados en ratas resistentes a la insulina también se ha comprobado la
eficacia del mitoTEMPO en la reduccion del estrés oxidativo mitocondrial (Pung et al.,

2012; Jeong et al., 2016).

Desacoplamiento de la NOS

Ademas de la produccion del NO, la NOS puede generar anion superoéxido y ser una
fuente de estrés oxidativo. Esta situacion, conocida como desacoplamiento de la NOS,
ocurre cuando se produce un déficit de cofactor (BHa), o del sustrato (L-arginina) como
se detallara mas adelante (Luo et al.,, 2014). Esta situacion da lugar a disfuncidn

endotelial no solo por una disminucién en la produccion de NO, sino también por un
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aumento de generacion de anion superdxido y por la formacién de peroxinitrito,

derivado de la reaccion de los compuestos anteriores (Moens & Kass, 2006).

El BHs es un cofactor fundamental para la correcta actividad de la eNOS (Lam et al.,
2006). La unién de BH4 a la eNOS favorece un cambio de conformacion de la enzima que
aumenta su afinidad por el sustrato y permite conseguir un flujo adecuado de electrones
gue oxidan la L-arginina (Liu & Gross, 1996). El efecto final es una mayor produccion de
NO, y por ende una mayor relajacion endotelio-dependiente. Por tanto, la deficiencia
del cofactor va a tener un impacto negativo sobre la funcidn endotelial. En este sentido,
diversos estudios en modelos animales de resistencia a la insulina han demostrado la
contribucién de los bajos niveles de BH4 a la disfuncidon endotelial mediante la reduccion
de NO vy la generacién del anién superéxido (Shinozaki et al., 1999). En un estudio
realizado en ratas alimentadas con fructosa, la administracién oral de BH4, resultd en
una potenciacion de la relajacién endotelio-dependiente en los segmentos adrticos.
Ademas, el tratamiento con BH4 se asocid con un aumento notable en la actividad de la
eNQOS, asi como una reduccion del 70% en la produccion de anion superdxido (Shinozaki
et al., 2000). Recientemente, se ha observado un deterioro de las vasodilataciones en
arterias mesentéricas de ratones con delecion del gen codificante para la enzima
responsable de la sintesis de BHs en comparacién con ratones de tipo salvaje. El
empeoramiento de la relajacion mediada por NO se asocidé con un aumento en la
produccién de perdxido de hidrégeno derivado de la eNOS. Este estudio sugiere que la
biosintesis de BH4 puede proporcionar un nuevo objetivo terapéutico para la prevencion
y el tratamiento de la disfuncidn microvascular en sujetos con enfermedad

cardiovascular (Chuaiphichai et al., 2017).

Las causas de la deficiencia de BHs aun estan por determinar, aunque la susceptibilidad
a oxidarse en condiciones de estrés oxidativo y de sefiales redox podria ser uno de ellos.
De hecho, la biodisponibilidad de BH4 depende de su sintesis y reciclaje que aumentan
sus niveles, asi como del estrés oxidativo que los reduce (Bendall et al., 2014). Varios
estudios han demostrado que el peroxinitritoformado durante el estrés oxidativo puede

oxidar el BHs transformandolo en BH3 y BH; consecutivamente (Milstien & Katusic,
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1999). Esta reduccion de los niveles de BHai parece ser determinante en el

desacoplamiento la eNOS (Bendall et al., 2005).

Alteracion de la via del dxido nitrico

Como se ha descrito anteriormente, el NO desempefia un papel fundamental en el
mantenimiento de la funcién, estructura e integridad vascular (Su, 2015). En la
disfuncion endotelial se produce un descenso de la biodisponibilidad de NO, bien por
disminucion de su sintesis o por aumento de su degradacion. La alteracion de la
relajacion dependiente del endotelio debido a la disminucion de la sintesis y/o de la
biodisponibilidad del NO constituye el fendmeno mas temprano y la caracteristica mas

importante de la disfuncién endotelial (O'Connell & Genest, 2001).

La disminucién de la sintesis del NO puede ser debida a diversos mecanismos. Por un
lado, el peroxinitrito derivado de la reaccién entre el NO y el radical superdxido, es capaz
de alterar la funcién de una variedad de enzimas celulares (Beckman & Koppenol, 1996).
En particular, el peroxinitrito puede alterar la actividad catalitica de la eNOS en células
endoteliales y como resultado reduce la produccién de NO. Mas aun, el efecto deletéreo
del peroxinitrito no solo se limita al endotelio vascular si no también afecta a la guanilil-
ciclasa en las células del musculo liso vascular y, por ende, a la capacidad de respuesta
de los tejidos diana al NO (Munzel et al., 2005). Por otro lado, los niveles elevados de
lipoproteina de baja densidad (LDL) oxidada también inhiben la actividad de la eNOS y
como consecuencia, se produce una disminucion de la produccién de NO (Blair et al.,
1999; Feron et al.,, 2001). Mas aun, varios estudios han demostrado que el TNF-q,
implicado en la etiologia de la resistencia a la insulina, y cuyos niveles estan aumentados
en obesidad, disminuye también la expresiéon de la eNOS al disminuir la estabilidad del

ARNm que codifica para la enzima (Sansbury & Hill, 2014).

Existen varios mecanismos que pueden condicionar la biodisponibilidad del NO en el
contexto de la obesidad y resistencia a la insulina. Entre estos se han propuesto: la
disminucion en la biodisponibilidad del sustrato de la eNOS (L-arginina), la disminucion

en los niveles del cofactor (BHa), el aumento de la actividad de la arginasa (enzima que
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degrada la L-arginina) y el aumento del inhibidor endégeno de la NOS (ADMA) (Figura
3).

4>
ADMA
7
£ N
Arginasa l
eNOS
Ornitina + Urea < L-arginina — Citrulina +
e BHa

Figura 3. Esquema abreviado de diferentes mecanismos que pueden producir la disminucion de NO

Disminucién de la biodisponibilidad de L-arginina

La arginina es un aminodcido no esencial en condiciones fisiolégicas, ya que el
organismo es capaz de sintetizarlo de forma enddgena. Sin embargo, en dietas
deficientes o en presencia de ciertas enfermedades la sintesis endégena puede ser
insuficiente siendo necesario un aporte exdgeno (Ball et al., 2007). La L-arginina ejerce
multiples funciones: actia como antioxidante, incrementa la relajacién de las células del
musculo liso, inhibe la expresion de moléculas de adhesidn, actia como antiapoptotico,
inhibe la agregacion plaquetaria y disminuye la expresion de la endotelina-1 (Tousoulis
et al., 2007). Ademas de ser el sustrato de las NOS, la L-arginina interviene en diversas
reacciones enzimaticas. En este sentido, la L-arginina puede ser sustrato para la

arginasa, responsable de metabolizar la arginina en ornitina y urea (Morris, 2002).

Una diminucién de la biodisponibilidad de L-arginina se ha relacionado con un aumento
de la mortalidad y del riesgo de padecer enfermedad cardiovascular (Tang et al., 2009).
Estudios realizados en animales (conejos tratados con dieta rica en colesterol)
demuestran que el tratamiento con L-arginina no solo preserva la funciéon
vasodilatadora dependiente de endotelio (Boger et al., 1997) sino que también ejerce
una funcion antiaterogénica (Wang et al.,, 1994). Aunque los resultados de la
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suplementacién oral de L-arginina en animales hipercolesterolémicos han mostrado
generalmente efectos beneficiosos en cuanto a la funcién vascular, los datos en seres
humanos son variables, posiblemente debido al pequefio tamafio muestral y a los breves
periodos de estudio (Preli et al., 2002). Mientras que Tousoulis y cols. (2007) muestran
una mejoria en la en la funcién endotelial en arterias coronarias tras la infusién de L-
arginina (Tousoulis et al., 2007), en otro estudio realizado en pacientes tratados con L-
arginina, por via oral, durante seis meses post-infarto se observé que la L-arginina no
mejoraba la rigidez vascular y ademds se asociaba a una mayor mortalidad (Schulman
et al., 2006). En un modelo animal de resistencia a la insulina (ratas sometidas a dieta
rica en grasa) se demostrd que la suplementacién con L-arginina en la dieta previno la
disminucion en la capacidad antioxidante total y evitd el aumento del indice HOMA-IR,
mejorando los marcadores de disfuncién endotelial (Bogdanski et al., 2015). En
humanos obesos también se ha confirmado que la suplementacién con L-arginina

disminuye la resistencia a la insulina (Bogdanski et al., 2012).

Tedricamente la hipdtesis de disminucion del sustrato es dificil de sostener puesto que
la concentracién plasmatica de arginina en sujetos sanos y con enfermedad
cardiovascular oscila entre 40 y 100 uM (Boger & Bode-Béger, 2001), con una constante
de Michaelis-Menten para la eNOS de 3 uM, aproximadamente. Es decir, la
concentracion de L-arginina es mas que suficiente para saturar la eNOS y conseguir su
maxima actividad (Pollock et al., 1991). Por tanto, una adicidon exdgena de L-arginina no
deberia suponer mayor produccion de NO. Sin embargo, como se ha mencionado
anteriormente, los resultados en este sentido son contradictorios. A esta contradiccion
se le denomina “paradoja de la L-arginina”. Se han postulado varias hipdtesis para
intentar explicar esta paradoja. Algunos autores hacen referencia a un aumento de la
actividad de la arginasa lo que conduciria a una disminucién de L-arginina disponible
para eNOS vy la consiguiente caida de la sintesis de NO (Durante et al., 2007). Otros
autores hacen alusiéon a que la arginina se encuentra en compartimentos dificilmente
intercambiables entre si. Por tanto, aunque exista suficiente concentracién de L-arginina
no estaria accesible a la enzimay al infundir L-arginina al citosol esta situacién mejoraria
(ElIms et al., 2013). Por ultimo, otra de las teorias posibles para explicar la paradoja es el
aumento de las concentraciones de ADMA, inhibidor competitivo de la eNOS. En
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pacientes con concentraciones elevadas de ADMA la adicion de L-arginina mejoraba la
relajacion endotelial (Boger, 2004). Aunque son muchas las teorias propuestas, son
necesarios mas estudios de investigacion para esclarecer los mecanismos de accién de

la L-arginina.

Aumento de la arginasa

La arginasa es una enzima que compite con la eNOS por el mismo sustrato, la L-arginina,
hidrolizandolo en ornitina y urea (Vanhoutte, 2008). Como consecuencia, disminuye la
produccién de NO, lo que resulta en un empeoramiento de la relajacién endotelial
(Durante et al., 2007) (Figura 4). La arginasa es un homotrimero de 20 a 40 kDa que
presenta dos isoformas: la arginasa-1 (arginasa hepatica) y la arginasa-2 (arginasa
extrahepatica) siendo la afinidad por la L-arginina mayor en la arginasa-1 que en la
arginasa-2. Ambas isoenzimas existen en la mayoria de tejidos y su expresién depende
del estado funcional y los requerimientos metabdlicos en cada momento (Mielczarek-
Puta et al., 2008). Diversos autores han descrito que la sobreexpresion de la arginasa-1
o de la arginasa-2 en las células endoteliales produce una disminucion de la sintesis de
NO (Li et al., 2001; Li et al., 2002). Se ha sugerido que la inhibicion de la arginasa
incrementa la biodisponibilidad del NO, reduce el estrés oxidativo, mejora la funcién
vascular y tiene un papel protector frente al dafio isquémico (Pernow & Jung, 2013).
Otro de los mecanismos que relacionan la arginasa con la disfuncién endotelial es el
aumento de la concentracién de ornitina, que contribuye al incremento de lesiones
vasculares (Durante et al., 2007). En este sentido, la inhibicién de la arginasa se
considera una prometedora diana terapéutica que podria ser util en el tratamiento de
la aterosclerosis (Ryoo et al., 2008), la diabetes mellitus (Ryoo et al., 2008; Ming et al.,
2012) y con capacidad para revertir el dafio endotelial y prevenir la enfermedad
cardiovascular (Durante et al., 2007). De hecho, se ha observado un aumento en la
expresion de arginasa en aorta de ratones obesos que se relaciond con el
desacoplamiento de la NOS vy, por tanto, con el deterioro en la relajacién dependiente

del endotelio (Yu et al., 2014).
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Arginasa-1
Arginasa-2
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v

4

Deterioro de la funcion vascular

Figura 4. Esquema de la actuacion de la arginasa en el deterioro de la funcion vascular mediante aumento de anion
superoxido y disminucién de L-arginina y de NO.

En linea con lo anterior, El-Bassossy y cols. (2013) evidenciaron un aumento en la
actividad sérica de la arginasa en ratas resistentes a la insulina tratadas con fructosa en
agua de bebida. La inhibicion de la arginasa revertio el deterioro de la funcién endotelial

en aorta y disminuyé la resistencia a la insulina (El-Bassossy et al., 2013).

Mas aun, se ha demostrado que el inhibidor de la arginasa, nor-NOHA, puede mejorar
la funcién endotelial deteriorada en modelos de obesidad y resistencia a la insulina
(Huynh et al., 2009; Havlinova et al.,, 2013; Chung et al., 2014). Este hecho podria
constituir una posible explicacién para la reduccion de la disponibilidad de L-arginina en
situaciones de resistencia a la insulina y obesidad, ya que un aumento de la actividad

arginasa, limitaria la disponibilidad del sustrato para la sintesis de NO.

Aumento del ADMA

Ademas de la disponibilidad de L-arginina, la biodisponibilidad de cofactores o la
activacion de la NOS, la presencia de un andlogo de L-arginina que actia como inhibidor
enddgeno de la NOS, la dimetilarginina asimétrica (ADMA), también contribuye a la
regulacién de la produccion de NO. El ADMA compite con el sustrato de la eNOS
desplazandolo de su sitio de unidn, por lo que disminuye la conversién de L-arginina a

NO vy citrulina (Vallance et al., 1992a). Por tanto, la adicion exdgena de L-arginina
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desplazaria al ADMA y mejoraria la relajacion endotelio dependiente, por aumento de
la formacién de NO, lo que supone una posible explicacion a la paradoja de la L-arginina

(Das et al., 2011).

Diversos estudios han demostrado la asociacion del ADMA con diversos procesos
patolégicos como la hipertensién, la diabetes mellitus y la resistencia a la insulina
(Stuhlinger et al., 2002; Das et al., 2011). Mas aun, altos niveles de ADMA se consideran
como un marcador temprano de disfuncién endotelial y de resistencia a insulina en
pacientes con hipertension y diabetes tipo 2 (Das et al., 2011). Un estudio reciente
mostrd una correlacidn positiva entre los niveles séricos de ADMA y la gravedad de la
enfermedad en pacientes con enfermedad cardiovascular. De hecho, los cambios en los
niveles de ADMA en sangre pueden inducir infarto agudo de miocardio, asi como la
aparicion de complicaciones asociadas a la enfermedad cardiovascular (Bouras et al.,
2013; Wang et al., 2017). Ademds, en los ultimos afios se ha propuesto el ADMA como
un factor de riesgo fuerte e independiente para la mortalidad en sujetos con

enfermedad grave (Nijveldt et al., 2003).

La mayor parte del ADMA es degradado mediante la dimetilarginina
dimetilaminohidrolasa (DDAH). En humanos se generan aproximadamente 300 pmoles
al dia de ADMA, de los cuales aproximadamente 250 pumoles son degradados por la
DDAH en el interior del organismo en condiciones normales (Achan et al., 2003). Por
tanto, la presencia de altos niveles de ADMA es generalmente el resultado de un
empeoramiento de la enzima DDAH. Se han descrito dos isoformas de la enzima DDAH
(la DDAH1 y la DDAH?2), que tienen una actividad enzimatica parecida, pero con distinta
distribucién vascular (Leiper et al., 1999; Tran et al., 2000). Se ha detectado una elevada
expresion de la DDAH1 en el endotelio vascular (Hu et al., 2009), siendo la principal

responsable de la degradacion del ADMA en el endotelio.

Diferentes modelos preclinicos han evaluado el papel de la DDAH en las complicaciones
cardiovasculares incluyendo la diabetes y la resistencia a la insulina (Lai &

Ghebremariam, 2016). Por ejemplo, en un modelo animal de diabetes inducida por dieta
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alta en grasa, el ADMA procedente de la grasa visceral jugaba un papel en la regulacién
de la sensibilidad de la insulina a través de la modulacién de genes claves en la via de
sefializacion de insulina como son el IRS-1 y el transportador de glucosa 4 (GLUT-4)
(Zheng et al., 2013). Otros estudios en sujetos y en animales resistentes a la insulina han
evidenciado niveles disminuidos de DDAH1 y niveles aumentados de ADMA, que se
relacionaron con la disfuncién endotelial y el riesgo de padecer enfermedad

cardiovascular (Toutouzas et al., 2008; Chen et al., 2012).
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Hipotesis
Todas las consideraciones mencionadas hasta ahora permiten postular la siguiente

hipdtesis:

e La presencia de resistencia a la insulina en sujetos obesos mdrbidos es la que
provoca un deterioro de la funcién vascular, manifestada inicialmente por
disfuncion endotelial, lo que justificaria la diferencia en el riesgo de enfermedad
cardiovascular en comparacion con los pacientes obesos que no presentan
resistencia a la insulina. Un incremento del estrés oxidativo y/o una alteracion
en la via de L-arginina/NO contribuirian al deterioro de la funciéon endotelial
asociada a la resistencia a la insulina. El tratamiento farmacoldgico que
aumentara la sintesis o biodisponibilidad del O6xido nitrico serviria para
aliviar/paliar el dafo endotelial presente tanto en humanos resistentes a la

insulina como en un modelo animal de resistencia a la insulina.

Objetivos generales

e Determinar el papel de la resistencia a la insulina en la disfuncion endotelial de
humanos obesos maorbidos y de un modelo animal de resistencia a la insulina sin

obesidad.

e Evaluar los posibles mecanismos implicados en la disfuncién endotelial asociada
a la resistencia a la insulina, particularmente los relacionados con el estrés

oxidativo y la alteracidn de la via de L-arginina/ dxido nitrico.
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Objetivos especificos

e Evaluar el impacto de la resistencia a la insulina sobre las relajaciones endotelio-
dependientes en sujetos obesos mérbidos y en un modelo de rata resistente a la

insulina, no obesa.

e Determinar la implicacién del estrés oxidativo en el deterioro de la relajacién

endotelio-dependiente en humanos y ratas.

e Analizar la produccidn del anién superdxido en microvasos de grasa visceral de

humanos y su relacidn con la disfuncién endotelial.

e Evaluar el papel de los diferentes sistemas generadores de estrés oxidativo
vascular (mitocondria, NADPH oxidasa y desacoplamiento de la NOS) en la

disfuncion endotelial asociada a la resistencia a la insulina en humanosy en ratas.

e Evaluarlainfluencia de la resistencia a la insulina sobre el contenido del inhibidor
enddgeno de la NOS, la dimetilarginina asimétrica (ADMA) asi como la expresion
del enzima encargado de su metabolismo: la DDAH, tanto en humanos como en

ratas.

e Evaluar las posibles alteraciones en la via de L-arginina/NO (disminucién del
sustrato de la eNOS y aumento en la expresion de arginasa), asi como el efecto
de tratamientos que aumenten la sintesis del NO sobre el deterioro de las

relajaciones endotelio-dependiente asociado a la resistencia a la insulina.
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Material biologico

Muestras de sujetos

Todos los estudios de experimentacion en humanos fueron aprobados por el Comité
Etico, asi como por el Comité de Investigacion del Hospital Universitario de Getafe. Se

obtuvieron consentimientos informados de todos los participantes en el estudio.

Criterios de inclusion

El estudio fue realizado en 41 sujetos obesos mdrbidos (IMC> 40 kg/m?) de edades
comprendidas entre 26 y 65 afios. Se dividieron los sujetos en dos grupos de acuerdo al
indice HOMA-IR: 1- Sujetos obesos médrbidos no resistentes a la insulina (OM-NRI;
HOMA-IR < 3,8); y 2- sujetos obesos morbidos resistentes a la insulina (OM-RI; HOMA-
IR > 3,8). El punto de corte para el indice HOMA-IR fue definido previamente para la
poblacion espafiola correspondiente al percentil 90 en adultos no diabéticos (Ascaso et

al., 2001).

Se incluyeron en el estudio aquellos sujetos obesos morbidos que presentaban factores
de riesgo cardiovascular como la diabetes, hipertensidn, dislipemia y tabaquismo. Por

otro lado, se estudiaron 5 sujetos sanos no obesos (grupo control) con IMC: 20-29 kg/m?.

Criterios de exclusion

Para la seleccién de OM-RI y OM-NRI se excluyeron del estudio todos los sujetos con
clinica o antecedentes evidentes de enfermedad cardiovascular como fallo cardiaco
congestivo, enfermedad isquémica cardiaca o enfermedad cerebrovascular. Del mismo
modo se excluyeron los sujetos con enfermedad hepatica, enfermedad renal, embarazo,
en uso de corticosteroides cuatro semanas antes de la cirugia bariatrica y cualquier
causa de malabsorcidn o desnutricion como por ejemplo la enfermedad de Crohn,

celiaquia, etc.
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Para la seleccién de sujetos pertenecientes al grupo control, ademas de aplicar los
criterios de exclusion arriba mencionados se excluyeron aquellos que presentaban
circunstancias con impacto conocido sobre la funcidon endotelial como: hipertensidn
(2140/ 90 mm Hg), diabetes, tabaquismo activo, valores de colesterol total superiores a

200 mg/dl o IMC > 30 Kg/m?.

Obtencién de muestras

Tras un ayuno nocturno de 12 horas, se realizé la extraccion de sangre a todos los sujetos
por venopuncion y se depositd en tubos con gel separador para la obtencién de sueroy
tubos anticoagulados con acido etilendiaminotetraacético (EDTA) para la obtencion de

plasma.

El sueroy el plasma se separaron por centrifugacion refrigerada a 3500 revoluciones por
minuto (rpm) durante diez minutos y se alicuotaron en criotubos para su congelacion a
-80 °C. Se conservaron las muestras a esta temperatura para realizar las
determinaciones de glucosa, insulina, arginina y ADMA de todos los sujetos de forma
conjunta. Los tubos restantes se enviaron al laboratorio de Analisis Clinicos del Hospital
Universitario de Getafe donde fueron centrifugados a 3500 rpm durante diez minutos a
temperatura ambiente para la determinacion en los autoanalizadores de los diferentes

parametros bioquimicos que se detallan mas adelante.

La grasa visceral de los pacientes obesos mérbidos se obtuvo mediante cirugia bariatrica
no urgente en condiciones de asepsia en el Hospital Universitario de Getafe por las
técnicas de Roux-en-Y bypass gastrico, gastrectomia en manga vertical y banda gastrica
ajustable. En el caso del grupo control se obtuvieron las muestras de grasa visceral por
técnicas de laparoscopia en el Hospital Universitario de Getafe (reparacion de hernia

hiato, acalasia y colecistectomia).

41



mATERIAL Y METoDOS (GG

Muestras de animales de experimentacion

Los estudios de experimentacion en animales se realizaron de acuerdo con la
declaracion de Helsinki y con la legislacién vigente sobre el Uso de Animales de
Experimentacién (RD-53/2013). Ademas, todos los estudios en animales fueron
aprobados por el Comité Etico de Experimentacién Animal del Hospital Universitario de

Getafe.

Para realizar la presente tesis se seleccionaron 30 ratas machos de la cepa Sprague-
Dawley procedentes de los laboratorios Harlan de Barcelona. Las ratas tuvieron acceso
libre ala comida y al agua y fueron sometidas a ciclos de 12h luz/oscuridad. Las ratas se
dividieron en dos grupos: ratas control (RC) y ratas resistentes a la insulina (RRI), como

se describe a continuacion:

Modelo de resistencia a la insulina

Para obtener el modelo de resistencia a la insulina se trataron las ratas de 4-5 semanas
de edad con fructosa disuelta en agua de bebida al 20%. Los experimentos se iniciaron
a partir de la octava semana de la administracion de fructosa. Se ha demostrado
previamente que este periodo de exposicidn a la fructosa es suficiente para que estos
animales desarrollen resistencia a la insulina y manifiesten alteraciones funcionales a

nivel vascular (El Assar et al., 2015a; El Assar et al., 2015b).

El protocolo que se siguid en el grupo de RC fue exactamente el mismo que con el grupo
de RRI, con la Unica excepcién de que las RC no fueron tratadas con fructosa en el agua

de bebida.

Obtencion de muestras
Tras mantener las ratas en ayunas toda la noche, se pesaron y posteriormente se
anestesiaron con diazepam (5 mg/kg) y ketamina (90 mg/kg) por via intraperitoneal.
El procedimiento quirdrgico consistié en la realizacion de una toracotomia y una

laparotomia. Mediante puncién cardiaca en ventriculo derecho se tomé una muestra de
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sangre (5-10 ml). La sangre fue recolectada en un tubo sin anticoagulante para la
obtencion de suero y en un tubo con EDTA para la obtencion de plasma. Seguidamente,
y tras la identificacion de la aorta (Figura 5), se procedid a su extraccion y diseccidon con
la ayuda de unas pinzas y unas tijeras de diseccidon. A continuacién, se expuso el epiplén
con el arbol mesentérico y se diseccioné en bloque para, posteriormente, aislar los

microvasos mesentéricos de 22 orden.

Figura 5. Extraccion de aorta tordcica en rata Sprague-Dawley.

Hasta el momento de su procesamiento para el estudio de la reactividad vascular unos
minutos después, tanto la aorta como el epipldn se mantuvieron a 4°C sumergidos en
una solucidn de Krebs-Henseleit (KHS) con la siguiente composicion: 115 mM NaCl; 2,5
mM CaCly; 4,6 mM KCl; 1,2 mM KH2POgs; 4,7 mM MgS0s; 24,9 mM NaHCOs; 11 mM
glucosa y 0,03 mM NazEDTA.

Los dos tubos de sangre se centrifugaron durante diez minutos a 3500 rpm y a 4°C. Una
vez separados, el suero y el plasma, se alicuotaron en criotubos y se conservaron

congelados a -80°C hasta su procesamiento.
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Estudios de reactividad vascular en microvasos -
Miografo de Mulvany

Arterias de grasa visceral humana

Protocolo experimental

Partiendo de los especimenes de grasa visceral humana (Figura 6) se obtuvieron

microvasos de un diametro interno entre 200-500 um.

Figura 6. Grasa visceral humana, de la cual se obtuvieron los microvasos de 200-500 um de diametro interno.

Para ello, se disecaron las arterias cuidadosamente y se limpiaron del tejido graso y
conectivo que les rodeaba con la ayuda de una lupa quirdrgica. A continuacion, se
seccionaron las arterias en segmentos de 2 mm de longitud maxima y se dispusieron
sobre dos alambres de tungsteno de 40 pm de didmetro en un midgrafo de Halpern-
Mulvany (J.P. Trading, Aarhus, Dinamarca) (Figura 7A) para el registro de la tension
isométrica siguiendo el protocolo de Vallejo y colaboradores (Vallejo et al., 2000). Uno
de los alambres estaba fijo a un transductor de fuerza y el segundo alambre estaba fijado
a un tornillo micrométrico de desplazamiento. Ambos alambres se colocaron de forma

paralela dentro de la luz del segmento arterial (Figura 7B).
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Figura 7. Cdmara del miégrafo de Halpern-Mulvany. En la figura 7A se muestra una cdmara del miégrafo completa
y en la figura 7B se muestra la zona central de la camara de forma ampliada. En el centro de la imagen 7B se observa
un segmento arterial con dos alambres paralelos en el interior, sefialado con una flecha amarilla. Estos alambres se
fijan a los cuatro tornillos de los extremos de la cdmara, sefialados con flechas azules.

A lo largo de todo el periodo experimental los segmentos arteriales se encontraban
continuamente bafiados en una solucién de KHS a 37 °C y burbujeada constantemente
con una mezcla de O3 (95%) y CO2 (5%) para mantener un pH de 7,4. Tras un periodo de
estabilizacién de 30 minutos, cada segmento arterial se sometié a una sucesién de
estiramientos para determinar su tension pasiva y su didmetro interno (L100) con la
ayuda del programa MyoNorm-4 (CIBERTEC S. A.). Se finalizd la distension del segmento
arterial cuando la presién excedié los 100 mm Hg (13,3 kPa). Para la realizacién de los
experimentos con la tensidon adecuada, las arterias se dispusieron con una
circunferencia interna (L1), siendo L1 = 0,9 x L100 (equivalente al 90% de la presion
transmural de 100 mm Hg, a la cual el desarrollo de la fuerza se aproxima al maximo)

(Mulvany & Halpern, 1977).

Posteriormente, tras un periodo de equilibrio a la tensién adecuada, se expusieron los
segmentos arteriales a 125 mM K* (KKHS, compuesto por KHS con sustitucién equimolar
de NaCl por KCl) para comprobar la funcionalidad del musculo liso. La tension fue
continuamente grabada mediante un sistema de adquisicién de datos (MP100A BIOPAC
System, Inc. Santa Barbara, CA, USA). Tras la contraccion se lavaron las cdmaras que
contenian las arterias cinco veces seguidas, mediante llenado con KHS y posterior

vaciado. En el quinto llenado se mantuvieron las arterias reposando en KHS en las
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camaras durante treinta minutos. A continuacién, se contrajeron de nuevo los
segmentos mediante la adicion de 25 mM de K+, capaz de producir una contraccién del
50-80% de la maxima respuesta a KKHS aproximadamente. La posterior evaluacién de
las respuestas relajadoras se consiguié mediante la adiciéon sobre las camaras de
concentraciones acumulativas de bradiquinina (BK) con concentraciones de 10 nM a

3 uM a intervalos de dos minutos (Figura 8).

Lavado con l
KHS -

K+
125 mM

30 minutos

Figura 8. Esquema del proceso de contraccion y relajacién de los segmentos de arteria de grasa visceral humana.

En otra serie de experimentos, se evaluaron las respuestas vasodilatadoras inducidas
por concentraciones crecientes de un donador de NO, nitroprusiato sodico (NPS; 1 nM-

1mM).

Arterias mesentéricas de rata

Protocolo experimental

A partir de los especimenes de mesenterio de rata se obtuvieron las arterias
mesentéricas (con un diametro luminal de 200-400 um) procedentes de la ramificacion

de 22 orden (Figura 9).
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Figura 9. Parte del mesenterio de rata. Seiialado con una flecha, la sequnda ramificacion de la cual se obtuvieron los
segmentos arteriales para su montaje en el midgrafo de Mulvany.

El protocolo experimental que se siguid para los estudios de reactividad vascular en
microvasos de rata fue similar al de microvasos procedentes de humanos, a excepcién
de que los segmentos arteriales fueron pre-contraidos con norepinefrina (NE; 1-3 uM).
La posterior evaluacion de las respuestas relajadoras se consiguié mediante la adicién
sobre las cdmaras de concentraciones acumulativas de acetilcolina (ACh) con

concentraciones de 1 nM a 10 uM a intervalos de dos minutos.

Estudios de reactividad vascular en segmentos
aorticos- Bano de organos

Tras su diseccidon y la eliminacion de la grasa y el tejido conectivo que la rodeaba, la aorta
de rata se colocd en una placa Petri con KHS a 4°C. A continuacion, se seccionaron

segmentos cilindricos de 4-5 mm de longitud maxima y se colocaron en un bafo de

organos (Figura 10).
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Figura 10. Bafio de 6rganos en serie para montaje de segmentos aodrticos.

Posteriormente se hicieron pasar dos alambres por la luz del vaso. Uno quedaba fijo a la
pared del baio y el otro, que se podia desplazar de forma paralela al anterior, estaba
conectado a un transductor de fuerza y, a su vez, a un sistema de adquisicidon de datos
(MP100A BIOPAC System). El bafio de 6rganos contenia 5 ml de KHS que se mantenia a
37°C y era burbujeado continuamente con una mezcla de 95% O,y 5% CO; al que
proporcionaba un pH entre 7,3y 7,4 (Figura 11). Los segmentos adrticos se sometieron
a una tensién basal éptima de 1,5 g que fue reajustada periédicamente hasta su

estabilizacién pasados 60 minutos (Rodriguez-Mafias et al., 2003).

Posteriormente, se expusieron los vasos a 75 mM K* para comprobar su funcionalidad.
La tensidn fue continuamente registrada mediante un sistema de adquisicién de datos
(MP100A BIOPAC System). Tras la contraccién se lavaron las cdmaras que contenian las
arterias cinco veces seguidas, mediante llenado con KHS y posterior vaciado. En el quinto
llenado se mantuvieron las arterias reposando en KHS en las cdmaras durante treinta
minutos. A continuacion, se contrajeron de nuevo los segmentos adrticos con
norepinefrina (10-30 nM) que produjo una contraccion del 50-80% de la maxima

respuesta a KKHS aproximadamente. La posterior dilatacidon se consiguié mediante la
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adicion de concentraciones crecientes de ACh (10 nM -3 uM) a intervalos de dos

minutos.
Transductor
0
0
pu— KHS
0
e B ] 95%0,
~ . 5% CO,
0
Agua372C

Figura 11. Esquema de un segmento cilindrico de aorta montado en un baio de organos.
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Protocolos de la modulacion farmacologica de
las vias de produccion de estrés oxidativo y L-
arginina/NO

De forma aleatoria algunos segmentos arteriales fueron preincubados con distintos
farmacos durante 30 minutos antes de la evaluacion de la respuesta vasodilatadora

inducida por BK en humanos o ACh en ratas.

Con el objeto de evaluar el papel del estrés oxidativo como posible mecanismo
implicado en la disfuncion endotelial asociada a la resistencia a la insulina, los segmentos
arteriales se preincubaron con barredores del anién superdxido: la superdxido
dismutasa (SOD, 100 U/ml), y el 1-Oxil-2,2,6,6-tetrametil-4-hidroxipiperidina (TEMPOL,
100 uM). También se evaluaron diferentes fuentes de estrés oxidativo preincubando los
vasos con el barredor del anién superdxido a nivel mitocondrial, cloruro de (2-(2,2,6,6-
Tetrametilpiperidin-1-oxil-4-ilamino)-2-oxoetil) (mitoTEMPO, 5 uM), el inhibidor de la
NADPH oxidasa, 3-Benzil-7-(2-benzoxazolil) tio-1,2,3-triazolo(4,5-d) pirimidina (VAS
2870, 10 uM), y el cofactor de la NOS, tetrahidrobiopterina (BHa, 10 uM).

El estudio de la alteracién de la via de L-arginina/NO se realizé tratando o no los vasos
con el sustrato de la NOS, L-arginina (300 uM), y el inhibidor de la arginasa, Nw-hidroxi-
nor-arginina 10 uM (Nor-NOHA, 10 uM).

Todos los experimentos fueron desarrollados de manera paralela, estudidandose por un
lado los segmentos control sin tratamiento farmacoldgico y por otro, los segmentos
tratados durante 30 minutos con alguno de los farmacos citados anteriormente. Todos
los farmacos y reactivos empleados para la realizacion de los experimentos de
reactividad vascular se obtuvieron de Sigma (San Louis, MO, USA) excepto Nor-NOHA,
gue fue obtenido de Cayman Chemicals (Ann Arbor, MI, USA). Todos los farmacos se
disolvieron en agua destilada, a excepcién de la norepinefrina que se diluyd en suero

salino (0,9% NaCl) que contenia acido ascorbico al 0,01% para evitar su oxidacién, y el
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VAS 2870 que se disolvié en dimetil sulfoxido (DMSO), por recomendacién del

fabricante.

Estudios bioquimicos

Determinaciones en sangre

Tras la extraccion de sangre por venopuncion en sujetos y por puncion cardiaca en ratas,
se procedid a la determinacién de glucosa, insulina, ADMA, y arginina. En humanos
también se determinaron los niveles de hemoglobina glicosilada (HbA1c), el perfil lipidico

y la proteina C reactiva.

La glucosa, insulina, HbA1C, colesterol total, HDL (lipoproteinas de alta densidad, del
inglés high density lipoproteins), LDL (lipoproteinas de baja densidad, del inglés low
density lipoproteins), triglicéridos, y proteina C reactiva en humanos se determinaron en
el laboratorio de Anilisis Clinicos del Hospital Universitario de Getafe. La glucosa,
colesterol total, HDL, LDL, triglicéridos, y proteina C reactiva fueron determinados en
suero en el auto-analizador Sistema Dimension Vista del laboratorio. Los niveles séricos
de insulina se determinaron en el Sistema ADVIACentaur mediante un inmunoensayo
tipo sandwich que utilizaba tecnologia de quimioluminiscencia directa. La HbAic se
determind en sangre total en el auto-analizador VARIANT Il Hemoglobin Testing System
de BIO-RAD, utilizando los principios de la cromatografia liquida de alta resolucion

(HPLC).

Los niveles circulantes de insulina en rata fueron determinados en suero mediante el
inmunoensayo de la casa comercial Mercodia (Mercodia AB en Uppsala, Suiza). Los
niveles de glucosa en rata se determinaron en suero utilizando el ensayo colorimétrico
de Biolabo (Biolabo, SA, Maizy, Francia). La arginina (en plasma) y el ADMA (en suero)
tanto en humanos como en ratas se determinaron empleando el ensayo ELISA
colorimétrico de la casa USCN (USCN Life Science Inc. de Houston, TX, USA). En todos los
casos las determinaciones se realizaron por duplicado y siguiendo las recomendaciones

del fabricante.
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El indice HOMA-IR, cuyo modelo original fue descrito por Matthews y colaboradores
(Matthews et al., 1985), fue calculado tanto para humanos como ratas segun la siguiente

formula (Wallace et al., 2004):

indice HOMA-IR = (Insulinemia (nU/ mL) x Glucemia (mM) / 22,5

Determinaciones en tejido adrtico de rata

Una parte de la aorta fue destinada para determinar las concentraciones de ADMA,
DDAH1 vy arginina. Para ello, los segmentos adrticos fueron congelados en nitrégeno
liquido directamente tras la extraccidén y conservados a -80 °C hasta su utilizacién. Se
partié de 30-50 mg de segmentos adrtico conservado a -80 °C y se introdujeron en los
tubos MagNa Lyser Green Beads (Roche Diagnostics, Barcelona, Espafia) con 600 pul de
PBS frio. A continuacidn, se realizaron 3 ciclos de disrupcidn de 30 segundos a 5000 rpm
utilizando el homogenizador eléctrico MagNa Lyser. Entre ciclo y ciclo de
homogenizacion, las muestras y se dejaron reposar en hielo durante 2 minutos.
Posteriormente, se sometidé el homogenizado a dos ciclos de congelacion vy
descongelacién (se introdujeron las muestras en un congelador a -80°C durante 20
minutos y luego se sacaron a temperatura ambiente durante 15 minutos).
Posteriormente, se centrifugaron a 5000 rpm durante 5 minutos y se transfirio el
sobrenadante obtenido de cada muestra a un nuevo tubo que fue congelado a -80°C

con el fin de conservar la muestra hasta su determinacion.

Cuantificacién de proteinas (método BCA)

La medicion del contenido proteico en el homogenizado adrtico obtenido anteriormente
se efectio mediante el método del BCA (bicinchoninic acid) Protein Assay Kit (Pierce,
Biotechnology, Inc., Rockford, IL, USA). La concentracion de proteinas se determind
frente a una curva patrén con una solucién comercial de albimina sérica bovina (BSA,

Pierce).
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Cada muestra fue diluida 3 veces con PBS y se afiadié un volumen de 25 ul por pocillo
en una placa de 96 pocillos. Se prepard una mezcla con los reactivos A y B del kit
comercial (proporcion 50:1) y se afiadié 200 ul de esta mezcla a cada pocillo con las
muestras. Se incubaron durante 30 min a 37°C. Posteriormente, se dejé enfriar a
temperatura ambiente. Como resultado se obtuvo un color purpura en las muestras que
se midid a 570 nm empleando un lector de placas (GENios Plus, TECAN, Mannedorf,
Suiza) y se calcularon los mg de proteina total. Todas las muestras se procesaron por

duplicado.

Determinacion de los niveles de ADMA, DDAH1 y arginina

Las determinaciones de las concentraciones de ADMA, DDAH1 y arginina en el
homogenizado aértico procedente de ratas controles y ratas resistentes a la insulina se
realizaron por ELISAs (USCN Life Science) siguiendo las recomendaciones del fabricante.
Todas las determinaciones se llevaron a cabo por duplicado. Con los valores de ADMA,
DDAH1, y arginina obtenidos en el ensayo se calculd la concentracion total para cada
muestra y se normalizaron respecto a los mg de proteina total presentes en el tejido
aortico de procedencia. Las cantidades de ADMA y DDAH1 se expresaron como ng/mg
de proteina, mientras que la cantidad de arginina fue expresada como pg/mg de

proteina.

Determinacion de la actividad de arginasa en aorta

Para evaluar la actividad de arginasa se partio de 5-35 mg de tejido adrtico previamente
conservado a -80°C. Los segmentos aorticos fueron homogenizados en presencia de 200
ul de buffer de arginasa y sometidos a 3 ciclos de disrupcién de 30 segundos a 5000 rpm
utilizando el homogenizador eléctrico MagNa Lyser. Posteriormente, las muestras se
centrifugaron a 10000 g durante 5 minutos y se recogio el sobrenadante. La actividad
arginasa se midié empleando un ensayo colorimétrico comercial (#ab180877; Abcam,
Cambridge, Reino Unido) siguiendo las indicaciones del fabricante. El ensayo se basa en
la formacién de un producto intermedio derivado de la reaccion de la arginasa con la

arginina. Este producto reacciona con la sonda Oxired generado un producto coloreado
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gue fue medido a 570 nm en un método cinético durante 30 minutos a 37°C empleando
el lector GENiosPlus. La actividad de la arginasa fue calculada utilizando la siguiente

férmula:

Actividad de arginasa = B/ (AT x V) x factor de dilucion

B = cantidad de H,0; de la curva estandar (nmol)
V = volumen de la muestra afiadido a cada pocillo (ul)

AT=tiempo de reaccidon en minutos

La medida de la actividad de arginasa fue normalizada al contenido proteico (medido en

mg) procedente de cada muestra.

Determinaciones en grasa visceral de sujetos obesos
morbidos

El protocolo para la determinacion de ADMA en grasa visceral de sujetos obesos
morbidos fue similar al empleado para el tejido adrtico de rata, excepto que la muestra
de partida fue 200-400 mg de grasa visceral y la cantidad de PBS empleado para la

homogenizacién del tejido en los tubos MagNa Lyser Green Beads fue de 1 ml.

Deteccidn in situ del anién superdxido

La deteccion in situ del anidon superoxido se realizé empleando la sonda dihidroetidio
(DHE), de acuerdo a lo previamente descrito (Rodriguez-Mafias et al., 2009). En
presencia de anion superoxido el DHE es oxidado a etidio. Como consecuencia de esta

reaccion el intercalado del etidio en el ADN da lugar a una fluorescencia roja (Figura 12).
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Dihidroetidio Etidio (Fluorescencia roja brillante)

Figura 12. Esquema de formacion de etidio a partir de dihidroetidio y anion superoxido.

Protocolo experimental

Partiendo del espécimen de grasa visceral se obtuvieron arterias que fueron sumergidas
en paraformaldehido (4 %) durante 2 horas. A continuacién, se procedid a su inclusién
en parafina de la siguiente forma: En primer lugar, se deshidrataron las muestras
mediante sucesivos bafios en una secuencia de tres preparaciones de alcohol etilico con
graduacion creciente. Se empezd por el etanol de 70%, se continud con el de 96%, y
finalmente se transfirid a etanol absoluto. Se realizaron tres cambios en cada
graduacion, cada uno de ellos de 30 minutos de duracién. Después del proceso de
deshidratacion se aclararon las muestras mediante pasos sucesivos en xilol, realizando
dos cambios de 30 minutos de duracién. A continuacién, se sumergieron en un bafio de
parafina durante una hora, seguido de otro bafio de parafina nueva de una hora y media.
En ambos bafios la parafina se mantuvo en una estufa a 60 °C. Por ultimo, se
confeccionaron los bloques de parafina, al permitir el enfriamiento de la misma,
procurando la orientacion mas favorable de las arterias para conseguir cortes
transversales de 5 um de grosor con la ayuda de un microtomo de rotacion (Leica
Biosystems, Nussloch, Alemania). Los cortes se extendieron en un bafio con agua
destilada a 37 °C y, posteriormente fueron transferidos a un portaobjetos tratado con
polilisina (Sigma). Se depositaron los cortes histoldgicos en una estufa a 60 °C durante
10 minutos y posteriormente fueron desparafinados aplicando 2 pasos de 15 minutos
de xilol, 3 pasos de etanol 100%° y un paso de etanol de 96% y 70%, de 5 minutos cada

uno. Seguidamente se sumergieron en una cubeta con agua destilada durante 10
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minutos. A continuacién, los microvasos fueron sometidos a un tratamiento en el
microondas para desenmascarar los epitopos de la siguiente forma: los cortes se
sumergieron en un recipiente que contenia tampon citrato (10 mM) compuesto por 0,1
M de acido citrico y 0,1 M de citrato sédico a pH 6, y se introdujeron en el microondas

aplicando tres pulsos, cada uno de ellos de 3 minutos de duracion, a maxima potencia.

Tras 30 minutos de atemperacidn, se lavaron los cortes en agua destilada durante 10
minutos, seguido de dos lavados en PBS+ 0,1 % Triton X-100 de 10 minutos.
Posteriormente, se delimitaron en cada portaobjeto los segmentos vasculares
periféricamente mediante un circulo realizado con un lapiz graso PapPen (Sigma). A
continuacion, las secciones se incubaron con la sonda fluorescente DHE en cdmara
hiumeda (4 uM; Calbiochem, Darmstadt, Alemania) durante 90 minutos en oscuridad, y
en una estufa a 37 °C. Transcurrido este tiempo, se lavaron los cortes durante 10
minutos con una solucién que contenia PBS + 0,1 % Tritén X-100. Este proceso de lavado
se repitio tres veces sucesivas. Por ultimo, se tineron los nucleos celulares con 4,6-
diamino-2-fenilindol (DAPI; 300 nM) durante 5 minutos, en cdmara humeda, a 37°Cy en
oscuridad. Posteriormente, se lavaron los cortes de nuevo tres veces con PBS + Tritdn X-
100 (0,1%) durante 10 minutos. Tras el ultimo lavado, se procedié a la eliminacion del
exceso de PBS sacudiendo los portaobjetos suavemente sobre un papel de filtro. A
continuacion, se anadié una gota de medio de montaje y se cubrié con un cubreobjetos.
Finalmente, los cortes fueron visualizados y se obtuvieron las imagenes digitalizadas en

un microscopio de fluorescencia (Olympus BX51, Japdn).

En algunos cortes se omitio la incubacion con la sonda de DHE como control negativo.
El porcentaje de nucleos tefiidos con la sonda DHE se calculd respecto al total de los
nucleos tefiidos con DAPI en la pared arterial empleando un software de andlisis de

imagen (McBiophotonics Image J, NIH, Bethesda, Maryland, USA).
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Analisis de la expresion génica en Vvasos
humanos

Las arterias procedentes de la grasa visceral de los sujetos del estudio destinadas para
realizar los estudios de expresion génica mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa en tiempo real se sumergieron en una solucion protectora del acido
ribonucleico (ARN) (RNA Later; Sigma) para evitar su degradacién. Las arterias se
limpiaron del tejido graso y conectivo que las rodeaba y se almacenaron a -80 °C hasta

su procesamiento.

Extraccion de ARN

De 10 a 30 mg de tejido arterial se introdujeron en los tubos MagNA Lyser Green Beads
con 600 pl de buffer de lisis RLT para su homogenizacién empleando el homogenizador
eléctrico (MagNA Lyser; Roche) que permitio la rotura completa del tejido mediante la
colisién de esferas de ceramica contra el tejido en presencia de buffer de lisis. El
protocolo de homogenizacidn consistid en tres ciclos de disrupcion de 30 segundos a
7000 rpm. Entre ciclo y ciclo se dejaron las muestras en hielo durante 2 minutos. Tras
finalizar la homogenizacién se procedid a la centrifugacion de las muestras durante 3
minutos a 13000 rpm para eliminar restos de muestra no digeridos. Como resultado se
obtuvo el sobrenadante que fue transferido a un nuevo microtubo al que se afiadié un
volumen equivalente de etanol al 70%. Posteriormente se realizé la extraccion de ARN
mediante el kit “RNeasy Plus Mini” (Qiagen, Valencia, CA, USA) siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Este método estd basado en hacer pasar a través de
una membrana de silice incluida en cada columna el lisado tisular que previamente habia
sido homogenizado. El ARN queda atrapado en dicha membranay, después de una serie
de lavados y centrifugaciones que permiten eliminar las proteinas, ADN y otros

contaminantes, se eluye el ARN con 30 pl de buffer de elucidn.

La cantidad del ARN purificado se determiné mediante espectrofotometria a 260 nm
utilizando el equipo Nanodrop (ND-100 spectrophotometer; Nanodrop Technology,
Montchanin, DE, USA). La comprobacién de la pureza se llevé a cabo mediante la
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relacion de las absorbancias a 260/280 nm, de forma que valores comprendidos entre
1,8 y 2,1 indican que la calidad del ARN obtenido es dptima y adecuada para la técnica

de la PCR en tiempo real.

Transcripcion Reversa (RT)

Para la sintesis del ADN complementario se utilizo el kit Transcriptor First Strand cDNA
Synthesis Kit (Roche Diagnostics, Barcelona, Espana) siguiendo las indicaciones del
fabricante. Se partié de 250 ng de ARN que fue mezclado con los reactivos del kit en un
volumen final de 20-30ul. La reaccidn se llevd a cabo en el termociclador Veriti (Applied
Biosystems) definiendo un unico ciclo con los siguientes pasos: 10 min a 25° Cy 30 min
a 37° C. Se afadié un ultimo paso a 85° C durante 5 min para inactivar la
retrotranscriptasa. Como resultado se obtuvo el correspondiente ADN complementario

(ADNCc) que fue almacenado a -20°C hasta su utilizacién.

PCR en Tiempo Real

La PCR en tiempo real se basa en la deteccién y cuantificacion de la fluorescencia
generada por sondas que se unen a secuencias especificas del amplicén, conocidas como
sondas TagMan (Applied Biosystems). Las sondas TagMan estan marcadas por dos
fluorocromos: un reporter que emite fluorescencia al ser excitado (donador, situado en
el extremo 3’) y un quencher que absorbe la energia liberada por el reporter (el quencher
es el aceptor de energia, situado en el extremo 5’) que deben estar muy préximos entre
si para que ocurra la trasferencia de energia fluorescente. Mientras la sonda esta intacta,
la fluorescencia emitida por el reporter es absorbida por el quencher. Sin embargo,
durante la amplificacion la sonda se hibrida con su cadena complementaria. Al
desplazarse a lo largo de la cadena, la ADN polimerasa hidroliza el extremo libre 5’ de la
sonda, produciéndose la liberaciéon del quencher. De esta forma aumenta la
fluorescencia detectada, al no poder ser absorbida por el quencher la energia emitida
por el Reporter (Figura 13). El aumento de la sefial de fluorescencia es directamente
proporcional a la cantidad del producto de la PCR formado en la reaccidn.
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Figura 13. Esquema del mecanismo de accién de la sonda Tagman.

El parametro fundamental de una PCR en Tiempo Real y en funcion del cual se van a

realizar todos los calculos y obtencion de resultados, es el denominado ciclo umbral

(Threshold Cycle o Ct), definido como el nimero de ciclos de replicacion por encima del

cual la fluorescencia empieza a detectarse sobre el ruido basal.

La cuantificacion relativa del gen diana se realizé utilizando el método AACT

comparativo. Con este método el nivel de expresion relativo del gen diana es dado por

la expresion 2-24CT (Livak & Schmittgen, 2001), donde:
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AACt= ACt OM-RI - ACt OM-NRI
ACt OM-NRI = Ct OM-NRI - Ct Gen de referencia (OM-NRI)

ACt OM-RI = Ct OM-RI - Ct Gen de referencia (OM-RI)

Los resultados se normalizaron respecto a la expresion de un gen de referencia (utilizado
como estandar interno). Este gen de referencia conocido como housekeeping suele ser
un gen de expresion constitutiva cuya expresion no se ve modificada bajo ningun

parametro experimental del estudio.

Protocolo experimental

La mezcla de reaccién de la PCR se realizé en un volumen final de 12 pl que contenia 25
ng del ADNc, 6 ul de TagMan Gene Expression Master Mix 2X, y 0,5 pl de las sondas
TagMan 20X de disefio comercial especificos para cada gen a estudiar (Life Technologies,
Paisley, Reino Unido). Se analizaron los siguientes genes, cada uno de ellos seguido por
su referencia: eNOS (Hs00167166_m1), DDAH1 (Hs00201707_m1), DDAH2
(Hs00203889_m1), arginasa-2 (Hs00982833 m1) y GAPDH humano (4326317) como

gen de referencia.

Las reacciones de la PCR se transfirieron a una placa de 96 pocillos (Microamp Fast
optical 96 well reaction plate de Applied Biosystems) y se sellaron con papel adhesivo
Optico. Las reacciones se llevaron a cabo empleando el sistema 7500 Fast real time PCR
(Applid Biosystems), segun los siguientes parametros de amplificacion ya establecidos y
universales para sondas Tagman: 15 segundos a 95 °C desnaturalizacion, y anillamiento
y extension durante un minuto a 60 °C. Estos dos pasos se repitieron durante 40 ciclos.

Para el analisis de resultados se empled el software SDS v2.3.
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Analisis estadistico

El nimero de sujetos o ratas se indica como N y el nUmero de segmentos vasculares
utilizados se indica como n. Los datos de las variables numéricas se expresan como la
media + error estandar y se analizaron usando la prueba de t de Student cuando se
compararon dos grupos o empleando un andlisis de varianza (ANOVA) de un factor
seguido de un test de Student-Newmann-Keuls para realizar comparaciones multiples.
Este mismo anadlisis se utilizd para comparar los resultados obtenidos de la
cuantificacion de las tinciones con la sonda DHE. Los resultados de las variables
categoéricas fueron analizados mediante el test chi-cuadrado con la ayuda del programa
SPSS versidn 20. Las curvas de relajacion se expresan como el porcentaje de contraccion
residual de la respuesta inducida por 25 mM K+ (en humanos) o por norepinefrina en
ratas. Las curvas completas de concentracién-respuesta se compararon por un ANOVA
de dos factores. El valor de pD2 se define como como el logaritmo negativo de la
concentracion necesaria para producir el 50% de la relajacion maxima. Los resultados
de PCR en tiempo real se expresaron como los niveles relativos de expresion * los
intervalos de confianza (95%). Las diferencias entre grupos se analizaron mediante la U
de Mann-Whitney. El analisis estadistico se realizé con la ayuda del programa GraphPad
Prism 6 y SPSS version 21.0 (IBM Corp., Armonk, NY, USA). En todos los casos, los valores

de p < 0,05 fueron considerados estadisticamente significativos.
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Impacto de la obesidad y la resistencia a la
insulina sobre la funcidon vascular humana

Caracteristicas generales de los sujetos

En la tabla 3 se muestran las diferentes caracteristicas de los sujetos obesos mérbidos
de los cuales se obtuvieron las muestras de los especimenes de grasa visceral. Segun se
aprecia, existen diferencias estadisticamente significativas en cuanto al sexo entre
ambos grupos de obesos mdrbidos estudiados, siendo el nimero de pacientes de sexo

masculino superior en el grupo de OM-RI.

Mas aln, y como era de esperar, el porcentaje de diabéticos fue claramente superior en
el grupo de OM-RI, no existiendo ninguno en los OM-NRI y, como consecuencia, el
tratamiento con hipoglucemiantes sélo se presentaba en los OM-Rl. Ademas, el
porcentaje de sujetos en tratamiento con hipotensores fue significativamente mayor en

el grupo de los OM-RI (Tabla 3).

No hubo diferencias significativas entre OM-NRI y OM-RI respecto a otras condiciones
de comorbilidad y tratamientos recibidos por los sujetos en el momento de la cirugia

bariatrica que se muestran también en la tabla 3.
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Datos generales OM-NRI (N=14) | OM-RI (N=27) p

Datos clinicos

Edad (afios) 45,6 + 3,8 41,7+1,9 0,376
Sexo (hombre/mujer) 1/13 13/14 0,014
IMC (kg/m?) 45,0+ 0,9 470+ 11 0,215
Diabetes Mellitus tipo 2 (%) 0 48,1 <0,01
Hipertension (%) 21,4 51,9 0,061
Dislipemia (%) 14,3 25,9 0,393
Fumadores activos (%) 7,1 22,2 0,224

Tratamiento

Tratamiento hipoglucemiante (%) 0 48,1 <0,01
Tratamiento hipotensivo (%) 14,3 51,9 0,041
Tratamiento hipolipemiante (%) 0 18,5 0,097

Tabla 3. Resumen de las Caracteristicas epidemioldgicas de los sujetos obesos morbidos no resistentes a la insulina
(OM-NRI) y los obesos morbidos resistentes a la insulina (OM-RI) estudiados. IMC: indice de masa corporal. Los
resultados se expresan como la media + error estdndar o como porcentaje. N representa el numero de sujetos
estudiados en cada caso. Los valores de p que resultaron estadisticamente significativos se indican resaltados en
formato negrita.

En este estudio también se evaluaron los resultados de las diferentes determinaciones
bioquimicas realizadas en los sujetos con obesidad moérbida. El grupo de OM-RI presentd
valores significativamente mas elevados de glucosa, insulina, indice HOMA-IR y de
proteina C reactiva. Por el contrario, las concentraciones de colesterol total, HDL y LDL
en el grupo de OM-RI eran significativamente inferiores respecto al grupo de OM-NRI
(Tabla 4). Otras determinaciones bioquimicas realizadas, sin diferencias
estadisticamente significativas entre ambos grupos de pacientes OM, también se

muestran en la tabla 4:
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OM-NRI (N=14) OM-RI (N=27) p

Determinaciones bioquimicas

Glucosa (mg/dl) 88,4+2,0 103,9+2,7 <0,01
HbA1c (mmol/mol) 5,6 (35,18 +2,3) | 6,0(40,44 +2,0) 0,073
Colesterol total (mg/dl) 184,2+9,6 153,9+6,3 0,01
HDL (mg/dl) 47,7 12,5 38,5+1,8 <0,01
LDL (mg/dl) 110,8 £ 8,2 87,2+5,9 0,024
Ratio (Colesterol total/HDL) 3,9+0,2 42+ 0,3 0,644
Triglicéridos (mg/dl) 100,6 *8,4 127,3+9,6 0,076
Insulina (nU/ml) 9,5+0,3 32,9+4,0 < 0,001
HOMA-IR 2,1+0,1 8,6+12 < 0,001
Proteina C reactiva (mg/l) 5+1,0 109+1,4 <0,01

Tabla 4. Resumen de las determinaciones bioquimicas en obesos mérbidos no resistentes a la insulina (OM-NRI) y
obesos morbidos resistentes a la insulina (OM-RI). HbAlc: hemoglobina glicosilada, HDL: lipoproteinas de alta
densidad, LDL: lipoproteinas de baja densidad, HOMA-IR: modelo homeostdtico para evaluar la resistencia a la
insulina (Homeostasis Model of Assessment for Insulin Resistance). Los resultados se expresan como la media de
valores + error estandar. N indica el nimero de sujetos estudiados en cada caso. Los valores de p que resultaron
estadisticamente significativos se indican resaltados en formato negrita.

La disfuncion endotelial en sujetos obesos mérbidos se
asocia con la presencia de resistencia a la insulina

La adicion de BK a las camaras del midgrafo de Mulvany provocd una relajacion
concentracion-dependiente en los microvasos de grasa visceral procedentes de los
sujetos obesos marbidos y controles, siendo las respuestas mostradas por el grupo de
OM-RI significativamente menores que la de los sujetos OM-NRI y controles no obesos.
Por el contrario, las relajaciones inducidas por BK en vasos de OM-NRI fueron similares
a las obtenidas en segmentos procedentes de sujetos sanos no obesos (Figura 14). Por
tanto, los resultados muestran que la funcion endotelial estd conservada en sujetos

obesos en ausencia de resistencia a la insulina.
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Figura 14. Reduccion significativa en la vasodilatacién endotelio-dependiente en microvasos obtenidos de sujetos
OM-RI. Las relajaciones inducidas por bradiquinina (BK) se estudiaron en arterias de grasa visceral procedentes de
obesos morbidos no resistentes a la insulina (OM-NRI), obesos mdrbidos resistentes a la insulina (OM-RI) y sujetos
control, sin presencia de obesidad. Los datos se expresan como la media * error estdndar del porcentaje de contraccion
previa inducida por 25 mM de K+. N indica el nimero de sujetos estudiados y n el nimero de segmentos arteriales
utilizados. *** indica p < 0,001 versus OM-NRI. +++ indica p <0,001 versus sujetos control por un test ANOVA de dos
factores.

Por otro lado, la exposicidon al donador de NO, nitroprusiato sédico (NPS), provocd una
relajacion dependiente de la concentracidén en los segmentos vasculares de todos los
sujetos estudiados. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en los
valores de pD; para NPS entre los tres grupos estudiados: 5,59 + 0,19; 4,96 + 0,25y 5,10

+ 0,30 para sujetos control, OM-NRI, y OM-RI, respectivamente.

Dado que existen, como se ha mencionado anteriormente, numerosos parametros que
resultaron estadisticamente significativos al comparar el grupo de OM-RI respecto al
grupo de OM-NRI (tabla 3, tabla 4) se analizé su relacién con el deterioro de las
relajaciones endotelio-dependiente. En este sentido, la eliminacién de los segmentos
arteriales pertenecientes al sexo masculino no modificé las respuestas inducidas por BK
en ambos grupos de obesos morbidos, manteniéndose la disfuncién endotelial

inicialmente manifestada en los OM-RI. Estos resultados refuerzan la idea de que la
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disfuncién endotelial observada en los sujetos OM-RI estd ligada a la presencia de la

resistencia a la insulina y es independiente del sexo (Figura 15).
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Figura 15. El sexo no es un factor influyente en las respuestas vasodilatadoras inducidas por bradiquinina (BK) en
arterias procedentes de grasa visceral de sujetos obesos morbidos. Grupos: Mujeres obesas mdrbidos no resistentes
a la insulina (OM-NRI Mujeres), mujeres obesas morbidos resistentes a la insulina (OM-RI Mujeres), obesos mdrbidos
no resistentes a la insulina (OM-NRI) y obesos mdrbidos resistentes a la insulina (OM-RI). Los datos se expresan como
la media * error estdndar del porcentaje de la contraccion previa inducida por 25 mM K+. N indica el nimero de sujetos
estudiados y n el numero de segmentos arteriales utilizados. p < 0,001 versus OM-NRI estd representada como *** en
la figura y +++ indica p<0,001 versus OM-NRI Mujeres por un test ANOVA de dos factores.

También se evalto el impacto de la presencia/ausencia de la diabetes sobre la disfuncién
endotelial entre los sujetos obesos morbidos. La presencia de este factor de riesgo no
se asocia con un mayor deterioro de la relajacién endotelio-dependiente en arterias
mesentéricas en OM-RI. De hecho, la curva de relajacion inducida por BK en OM-RI con
diabetes fue similar a la de OM-RI no diabéticos. Eso indica que la disfuncion endotelial
observada en los OM-RI esta relacionada con la presencia de resistencia a la insulina mas

que con la presencia de diabetes (Figura 16).
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Figura 16. La presencia de diabetes mellitus (DM) no agrava las respuestas vasodilatadoras inducidas por
bradiquinina (BK) en arterias procedentes de grasa visceral de sujetos obesos morbidos resistentes a la insulina.
Grupos: obesos morbidos no resistentes a la insulina (OM-NRI), obesos marbidos resistentes a la insulina (OM-RI) y
obesos morbidos resistentes a la insulina no diabéticos (OM-RI no DM). Los datos se expresan como la media + error
estandar del porcentaje de contraccion residual. N representa el nimero de sujetos estudiados y n el niumero de
segmentos arteriales estudiados. *** indica p< 0,001 versus OM-NRI, +++ indica p< 0,001 versus OM-NRI, ambos por
un test ANOVA de dos factores.

Mas aun, el andlisis de los valores de pD, de los sujetos obesos mdérbidos en funcién de
los diferentes factores estudiados (Tabla 4), revel6 que el indice HOMA-IR resulté ser el
Unico factor que se correlacionaba inversamente con los valores de pD2 para cada sujeto

obeso (Figura 17).
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Figura 17. Correlacion inversa entre el indice HOMA-IR y el valor de pD2 para cada sujeto obeso mérbido. pD2 es el
logaritmo negativo de la concentracion de BK necesaria para obtener el 50 % de la relajacion mdxima. Cada punto
representa la media de los valores de pD2 de los segmentos vasculares obtenidos de cada sujeto.
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Impacto de la resistencia a la insulina sobre |a
funcion vascular en un modelo animal

Para reforzar los resultados obtenidos en humanos y confirmar que la disfuncién
endotelial esta determinada por la presencia de la resistencia a la insulina y no por otros
mecanismos potenciales asociados a la obesidad, se llevaron a cabo determinaciones
similares en un modelo animal de resistencia a la insulina que no se asocia con obesidad:

ratas tratadas con fructosa.

La administracién durante ocho semanas de fructosa al 20 % en agua de bebida en ratas
macho de 4-5 semanas de edad produjo una hiperglucemia marcada respecto al grupo
de RC no tratadas (Tabla 5). Otro de los parametros importantes en la homeostasis
glucidica es la hiperinsulinemia. Los resultados conseguidos empleando un ELISA para la
determinacion de insulina en nuestro modelo de resistencia a la insulina en rata,
constatan que la administracién de fructosa produce un aumento superior al 300% en
los niveles séricos de insulina respecto a los valores de ratas control. Una vez confirmado
gue nuestro modelo animal presenta hiperglucemia e hiperinsulinemia se procedio al
célculo del indice HOMA-IR segtin el modelo matemético presentado por Matthews y

colaboradores (Matthews et al., 1985).

Las ratas tratadas con fructosa en agua de bebida muestran un incremento significativo
(p< 0,001) en el indice HOMA-IR respecto al grupo control (Tabla 5), lo cual demuestra
qgue estas ratas presentan resistencia a la insulina. Por tanto, de modo similar a lo
observado en sujetos obesos marbidos, en nuestro modelo animal de resistencia a la
insulina se confirma la presencia de hiperinsulinemia e hiperglucemia. La principal
diferencia entre el modelo animal y los sujetos obesos mérbidos radica en la ausencia
de obesidad en RRI. Estas ratas presentaban un sobrepeso ligero sin alcanzar una

significancia estadistica con respecto al grupo de RC (Tabla 5).
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RC (N=8) RRI (N=12)

Peso (g) 408 + 20,29 449 +13,83

Glucosa (mg/dl) | 123,5 +11,16 | 254,6 + 22,60 ***

Insulina (ug/L) 1,47 0,22 4,59 +0,61 ***

HOMA-IR 1,00 £0,13 6,40 £ 0,94 ***

Tabla 5. Resumen de los paradmetros generales medidos en ratas resistentes a la insulina (RRI), tratadas con fructosa
en agua de bebida y ratas control (RC). Los datos fueron expresados como el valor de la media * error estdndar. Los
valores de HOMA-IR se presentan como valores relativos respecto a las RC. N indica el numero de ratas utilizadas. p <
0,001 versus RC se representa como *** en la tabla. Los datos fueron comparados con el test t de Student para dos
muestras independientes.

La funcidn endotelial estd deteriorada en arterias
procedentes de RRI no obesas

Para la evaluacion del impacto de la resistencia a la insulina, independientemente de la
obesidad, sobre la funcidn endotelial se realizaron estudios de reactividad vascular en
RRI, asi como en RC. La adicidon acumulativa de ACh al bafio de érganos resulté en una
relajacién dependiente de la concentracion de los segmentos vasculares contraidos con
norepinefrina en ambos grupos de animales, siendo las respuestas mostradas por las
RRI significativamente menores respecto a las respuestas de las RC. Este fenémeno se
observod tanto en segmentos arteriales de gran calibre (aorta) (Figura 18A), como en los

de pequefio calibre (microvasos mesentéricos) (Figura 18B) de ratas no obesas.
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Figura 18. Respuestas vasodilatadoras inducidas por acetilcolina (ACh) en aortas (panel A) y en arterias
mesentéricas (panel B) procedentes de ratas control (RC) y resistentes a la insulina (RRI). Los datos se expresan como
la media * error estdndar del porcentaje de contraccion residual de la respuesta a norepinefrina (NE). N representa el
numero de ratas estudiadas y n el nimero de segmentos arteriales estudiados. *** indica p < 0,001 versus RC por un
test ANOVA de dos factores.

Por el contrario, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en las
relajaciones inducidas por NPS en los segmentos adrticos y en arterias mesentéricas
procedentes de RRI en comparacion con las RC (valores pD2: 8,17 + 0,06 versus 8,31 +
0,132; y 7,02 £ 0,20 versus 6,73 + 0,17 en aorta y arterias mesentéricas de RC y RRI

respectivamente).

Mecanismos implicados en la disfuncion
endotelial asociada a la resistencia a la insulina
en sujetos obesos morbidos y en un modelo
animal

La disfuncion endotelial se asocia con presencia de
estrés oxidativo en OM-RI y RRI

Para testar si el aumento de estrés oxidativo juega un papel en la disfuncién endotelial

asociada a la resistencia a la insulina en sujetos obesos moérbidos, se preincubaron los
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segmentos vasculares procedentes de grasa visceral de los sujetos OM-RI con el
detoxificador del anion superdxido, SOD (100 U/ml). El tratamiento con SOD,
incrementd significativamente las respuestas endotelio-dependientes inducidas por BK
en OM-RI (Figura 19A). Sin embargo, la SOD no modifico las respuestas vasculares a BK

en el grupo de OM-NRI (Figura 19B).
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Figura 19. Efecto de la detoxificacion del anién superéxido con SOD (100 U/ml) sobre las relajaciones inducidas por
bradiquinina (BK) en arterias de obesos morbidos resistentes a la insulina (OM-RI, panel A) y obesos morbidos no
resistentes a la insulina (OM-NRI, panel B). Los datos se expresan como la media + error estdndar del porcentaje de
contraccion residual de la respuesta inducida por 25 mM K+. N representa el numero de sujetos estudiados y n el
numero de segmentos arteriales utilizados. * indica p < 0,05 respecto a OM-RI por un test ANOVA de dos factores.

Por tanto, los estudios funcionales de reactividad vascular avalan la implicacion del
radical superoxido en el deterioro de las relajaciones endotelio-dependientes en vasos
procedentes de sujetos OM-RI. Mas aun, para confirmar el resultado funcional, se
utilizaron técnicas de imagen. Para determinar la presencia del anién superoxido en la
pared vascular se utilizé la sonda fluorescente DHE. La cantidad de anién superoéxido es
directamente proporcional al porcentaje de nucleos con tincidn fluorescente positiva al
DHE (senal roja). En lo cortes histoldgicos de los microvasos mesentéricos procedentes
de OM-RI (Figura 20C) el numero de nucleos positivos al DHE fue claramente superior
en comparacion con los vasos procedentes de los OM-NRI (Figura 20B) y con los vasos
del grupo control no obeso (Figura 20A). Este marcaje se aprecia en todas las capas de

la pared vascular.
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A. Control B. OM-NRI C. OM-RI

Figura 20. Microfotografias representativas de la deteccion del anién superoxido con la sonda dihidroetidio (DHE)
en cortes procedentes de graso visceral de sujetos: A) control, B) obesos morbidos no resistentes a la insulina (OM-
NRI), y C) obesos morbidos resistentes a la insulina (OM-RI). Las imdgenes fueron tomadas con un objetivo de X20
aumentos.

Estos hallazgos se confirmaron a nivel cuantitativo, detectdndose un incremento
significativo de la produccion de anidn superoxido en la pared arterial de los sujetos OM-

Rl respecto al grupo de OM-NRI y los sujetos control (Figura 21).
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Figura 21. Andlisis cuantitativo de la produccion del anion superoxido. Los datos se expresan como la media * error
estdndar del numero de nucleos con fluorescencia roja para DHE normalizada respecto al numero total de nucleos
tefiidos con DAPI. +++ indica p< 0,001 respecto a control. ** indica p< 0,01 respecto a OM-NRI. Los resultados fueron
calculados por un test ANOVA de un factor seguido por un test de Student-Newmann-Keuls.
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Mads aun, la generacién del anidén superodxido se correlaciona inversamente con los
valores de pD2 para BK, obteniéndose peores relajaciones endoteliales a medida que
aumentaba el porcentaje de nucleos tefiidos (Figura 22). De ésta forma, nuestros
estudios revelan que el estrés oxidativo se relaciona tanto con la resistencia a la insulina,

como con la disfuncién endotelial asociada a este factor de riesgo cardiovascular.
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Figura 22. Correlacion negativa entre el porcentaje de niicleos tefidos en cortes histolégicos de segmentos
vasculares de grasa visceral de sujetos obesos mérbidos y controles y el valor de pD2 para BK. Cada punto representa
la media de los valores de pD2 de los segmentos vasculares obtenidos de cada sujeto.

De modo similar a lo observado en los sujetos obesos mérbidos con resistencia a la
insulina, la preincubacién de los anillos aodrticos (Figura 23A) y los microvasos
mesentéricos (Figura 23B) de RRI con el mimético de la SOD, TEMPOL (100 uM), resultd

en una potenciacion de las relajaciones inducidas por ACh.
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Figura 23. El tratamiento con TEMPOL (100 p/M) mejord las respuestas vasodilatadoras inducidas por acetilcolina
(ACh) en segmentos de aorta (A) y en arterias mesentéricas (B) de ratas resistentes a la insulina (RRI). Los datos se
expresan como la media + error estdndar del porcentaje de contraccion residual de la respuesta inducia por
norepinefrina (NE). N representa el nimero de ratas estudiadas y n el numero de segmentos arteriales estudiados.
*** indica p < 0,001 versus RRI por un test ANOVA de dos factores.

Sin embargo, en RC las relajaciones inducidas por ACh fueron similares en magnitud en
los segmentos adrticos (Figura 24A) y mesentéricos (Figura 24B) tratados con TEMPOL

a las respuestas observadas en los segmentos no tratados.
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Figura 24. Efecto del TEMPOL (100uM) sobre las respuestas vasodilatadoras inducidas por acetilcolina (ACh) en
aortas (panel A) y en microvasos mesentéricos (panel B) de ratas control (RC). Los datos se expresan como la media
+ error estandar del porcentaje de contraccion residual de la respuesta inducida por norepinefrina (NE). N representa
el numero de ratas estudiadas y n el numero de segmentos arteriales estudiados.
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Tras comprobar la implicacién del estrés oxidativo en el déficit de las respuestas
endoteliales en el contexto de la resistencia a la insulina en obesos morbidos y en ratas,
se procedio a la evaluacion de las diferentes fuentes generadoras de estrés oxidativo a
nivel vascular. En este sentido se analizo el papel de la mitocondria, la NADPH oxidasa y

el desacoplamiento de la NOS.

La reduccién del estrés oxidativo mitocondrial mejora las
respuestas vasodilatadoras en OM-RI y en aortas de RRI.

Para evaluar la implicacién del estrés oxidativo de origen mitocondrial a nivel funcional,
se realizaron estudios de reactividad vascular preincubando algunos segmentos
vasculares procedentes de los sujetos obesos morbidos con mitoTEMPO, el mimético
mitocondrial de la SOD. El tratamiento agudo de las microarterias de OM-RI con
mitoTEMPO (5 uM) mejoré de forma significativa las relajaciones endotelio-
dependientes inducidas por BK (Figura 25A). Sin embargo, no tuvo efecto sobre las

respuestas relajantes en el grupo de OM-NRI (Figura 25B).
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Figura 25. Efecto de la preincubacion con el detoxificador del anion superéxido mitocondrial, mitoTEMPO (5 uM)
sobre las respuestas vasodilatadoras inducidas por bradiquinina (BK) en arterias procedentes de grasa visceral de
A) obesos morbidos con resistencia a la insulina (OM-RI) y B) obesos morbidos sin resistencia a la insulina (OM-
NRI). Los datos se expresan como la media * error estandar del porcentaje de contraccion residual de las respuestas
inducidas por 25 mM K+. N representa el numero de sujetos estudiados y n el nimero de segmentos arteriales
estudiados. *** indica p < 0,001 versus OM-RI por un test ANOVA de dos factores.
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Para poner de manifiesto la disminucién en la produccion del aniéon superdxido en
presencia de mitoTEMPO, se realizaron técnicas de inmunofluorescencia utilizando la
sonda de DHE. Como se puede observar en la Figura 26B, el tratamiento de las
microarterias de OM-RI con mitoTEMPO resulté en una disminucidn significativa del
numero de nucleos con tincién fluorescente positiva al DHE en comparacion con el

grupo de OM-RI no tratados (Figura 26A)

A. OM-RI B. MitoTEMPO

Figura 26. Microfotografias representativas de la deteccion del anién superodxido con la sonda dihidroetidio (DHE) en
cortes procedentes de graso visceral de sujetos: A) obesos morbidos resistentes a la insulina (OM-RI) y B) obesos
morbidos resistentes a la insulina tratados con mitoTEMPO (5 uM). Las imdgenes fueron tomadas con un objetivo de
X20 aumentos.

Ademas, el analisis cuantitativo de la produccion de anién superéxido (Figura 27)
también demostrd una disminucion significativa del porcentaje de nucleos teiidos en

los segmentos mesentéricos de OM-RI tratados con mitoTEMPO.
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Figura 27. Andlisis cuantitativo de la produccién del anion superéxido. Los datos se expresan como la media + error
estandar de la fluorescencia roja del DHE normalizada respecto a la fluorescencia azul del DAPI. * indica p< 0,05
respecto a respecto a OM-RI. Los resultados fueron calculados por un test ANOVA de un factor seguido por un test de
Student-Newmann-Keuls.

Mas aun, el tratamiento de los segmentos adérticos procedentes de RRI, no obesas, con
mitoTEMPO también mejoro la respuesta endotelial de modo significativo (Figura 28A).
Sin embargo, el mitoTEMPO redujo de forma significativa las respuestas vasodilatadoras

inducidas por ACh en las aortas procedentes de las ratas control (Figura 28B).
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Figura 28. Efecto de la incubacion con el detoxificador del anién superdxido mitocondrial, mitoTEMPO (5 uM), en
aortas de ratas resistentes a la insulina (RRI; panel A) y de ratas control (RC; panel B). Los datos se expresan como
la media + error estdndar del porcentaje de contraccion residual en respuesta a norepinefrina (NE; 10-30 nM). N
representa el numero de ratas estudiadas y n el nimero de segmentos arteriales estudiados. *** indica p<0,001 versus
RRI (A) o versus RC (B) por un test ANOVA de dos factores.
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Por el contrario, el tratamiento con mitoTEMPO no produjo modificacion de las
relajaciones inducidas por ACh en los vasos de pequefio calibre procedentes tanto de
RRI (Figura 29A) como de RC (Figura 29B). Estos resultados descartan la participacién
del estrés oxidativo de origen mitocondrial en la alteraciéon microvascular asociada a la

resistencia a la insulina en nuestro modelo animal de rata tratada con fructosa.
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Figura 29. Efecto del tratamiento con mitoTEMPO (5 uM) sobre las respuestas vasodilatadoras inducidas por
acetilcolina (ACh) en arterias mesentéricas obtenidas de ratas resistentes a la insulina (RRI; panel A) y de ratas
controles (RC; panel B). Los datos se expresan como la media * error estdndar del porcentaje de contraccion residual
de la respuesta inducida por norepinefrina (1-3 uM). N representa el numero de ratas estudiadas y n el numero de
segmentos arteriales estudiados.

La inhibicién de la NADPH oxidasa no modifica las respuestas
vasodilatadoras en OM-RI, pero si potencia la relajacion en los
vasos de pequefio calibre en RRI.

Otro sistema generador de estrés oxidativo es la NADPH oxidasa, considerada una de las
principales fuentes de anién superdxido a nivel vascular. La preincubacién de los
microvasos de los sujetos OM-RI con el inhibidor de la NADPH oxidasa, VAS 2870 (10
UM) no palid el deterioro de las relajaciones endotelio-dependientes (Figura 30A).
Tampoco tuvo efecto sobre las respuestas inducidas por BK en OM-NRI (Figura 30B).
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Figura 30. Efecto de la preincubacion con el VAS 2870 (10 uM) sobre las respuestas vasodilatadoras inducidas por
bradiquinina (BK) en arterias procedentes de grasa visceral de A) sujetos obesos morbidos con resistencia a la
insulina (OM-RI) y B) sujetos obesos mérbidos sin resistencia a la insulina (OM-NRI). Los datos se expresan como la
media * error estdndar del porcentaje de contraccion residual de las respuestas inducidas por 25 mM K+. N representa

el numero de sujetos estudiados y n el nimero de segmentos arteriales estudiados.

En nuestro modelo animal de resistencia a la insulina la preincubacion de los segmentos

adrticos con VAS 2870 (Figura 31) supuso un empeoramiento evidente de la relajacion

endotelio-dependiente tanto en RRI (Figura 31A) como en RC (Figura 31B).
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Figura 31. Efecto del inhibidor de la NADPH oxidasa, VAS 2870 (10 uM) sobre las respuestas relajadoras inducidas
por acetilcolina (ACh) en aortas de ratas resistentes a la insulina (RRI; panel A) y ratas control (RC; panel B). Los
datos se expresan como la media * error estdndar del porcentaje de contraccion residual de la respuesta inducida por
norepinefrina (NE; 10-30 nM). N representa el numero de ratas estudiadas y n el nimero de segmentos arteriales

estudiados. *** indica p < 0,001 versus RRI, y * indica p < 0,05 frente a RC por un test ANOVA de dos factores.
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Sin embargo, el VAS 2870 tuvo un impacto diferencial sobre las relajaciones en los
segmentos arteriales de pequefio calibre. El tratamiento de las arterias mesentéricas
con VAS 2870 resultdé en una potenciacién de la capacidad relajadora en RRI (Figura

32A), mientras que no tuvo efecto sobre las respuestas inducidas por ACh en RC (Figura

328).
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Figura 32. Efecto de la inhibicion de la NADPH oxidasa con VAS 2870 (10 uM) sobre la curva concentracion-
respuesta a acetilcolina (ACh) en segmentos de arterias mesentéricas de ratas resistentes a la insulina (RRI; panel
A)y en ratas control (RC, panel B). Los datos se expresan como la media * error estdndar del porcentaje de contraccion
residual de la respuesta inducida por norepinefrina (NE; 1-3 uM). N representa el numero de ratas estudiadas y n el
numero de segmentos arteriales estudiados. *** indica p < 0,001 versus RRI mediante un test ANOVA de dos factores.

El cofactor de la NOS no modifica las respuestas
vasodilatadoras en sujetos obesos modrbidos y si mejora la
disfuncién endotelial en aorta de RRI

Para testar si el desacoplamiento de la enzima NOS por déficit de cofactor podria
representar una posible fuente de estrés oxidativo que resulta en una disminucién en la
producciéon de NO y un aumento en la generacion de anién superdxido, los segmentos
arteriales derivados de grasa visceral de sujetos obesos mdrbidos fueron preincubados

con BHa.
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El tratamiento agudo con BHs (10 uM) no produjo una mejoria de las respuestas
relajadoras inducidas por BK en los vasos procedentes de los sujetos OM-RI (Figura 33A)

y tampoco modificé las respuestas en los vasos procedentes de OM-NRI (Figura 33B).
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Figura 33. Efecto de la preincubacion con el cofactor BH, (10 uM) sobre las respuestas vasodilatadoras inducidas
por bradiquinina (BK) en arterias procedentes de grasa visceral de A) sujetos obesos morbidos con resistencia a la
insulina (OM-RI) y B) sujetos obesos mérbidos sin resistencia a la insulina (OM-NRI). Los datos se expresan como la
media * error estdndar del porcentaje de contraccion residual de las respuestas inducidas por 25 mM K+. N representa
el numero de sujetos estudiados y n el nimero de segmentos arteriales estudiados.

De modo similar al protocolo experimental seguido en humanos se evalué el posible
papel del desacoplamiento de la NOS en nuestro modelo de rata resistente a la insulina
no obesa. El tratamiento con BHs mejord notablemente las respuestas relajadoras
inducidas por ACh en segmentos adrticos de RRI (Figura 34A). Sin embargo, en ratas

control la presencia de BH4 produjo una inhibicién de la respuesta a ACh (Figura 34B).
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Figura 34. Efecto de la incubacién con BH, (10 uM) sobre las relajaciones inducidas por acetilcolina (ACh) en
segmentos adrticos de ratas resistentes a la insulina (IRR, panel A) y ratas control (RC, panel B) aorta de RC. Los
datos se expresan como la media * error estandar del porcentaje de contraccion residual en respuesta norepinefrina
(NE; 10-30 nM). N representa el numero de ratas estudiadas y n el numero de segmentos arteriales estudiados. ***
indica p < 0,001 versus RRI (A) y * indica p < 0,05 frente a RC (B) mediante un test ANOVA de dos factores.

De modo similar a los resultados obtenidos en humanos, la preincubaciéon de los
segmentos arteriales procedentes del mesenterio de RRI con BHa no resulté en una
mejoria de la relajacién endotelial con respecto a los segmentos no tratados (Figura 35).

Debido a la ineficacia del farmaco en arterias mesentéricas de RRI no se evalud el efecto

del BHs4 en RC.
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Figura 35. La preincubacion con el cofactor BH, (10 uM) no modificé la vasodilatacion inducida por acetilcolina
(ACh) en arterias mesentéricas de ratas resistentes a la insulina (RRI). Los datos se expresan como la media * error
estdandar del porcentaje de contraccion residual de la respuesta a norepinefrina (NE; 1-3 uM). N representa el nimero
de ratas estudiadas y n el nimero de segmentos arteriales estudiados.
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Tras evaluar el papel y las potenciales fuentes de estrés oxidativo en la disfuncién
endotelial asociada a la resistencia a la insulina, se procedio a la evaluacién de la via de
L-arginina/ NO, asi como las posibles estrategias farmacoldgicas para revertir el
deterioro de las relajaciones endotelio-dependientes asociado a la resistencia a la

insulina

Alteracion de la via L-arginina/NO en sujetos obesos
morbidos y en ratas

El incremento del sustrato de la NOS mejora la relajacion
endotelio-dependiente en sujetos OM-RI y en RRI.

Una disminucién en la concentracién o la biodisponibilidad del sustrato de la NOS, la L-
arginina, ha sido estudiada como un posible mecanismo implicado en el deterioro de la
relajacion vascular asociada con la presencia de resistencia a la insulina en sujetos
obesos moérbidos. A pesar de no encontrar diferencias estadisticamente significativas en
la concentracion plasmatica de arginina al comparar los sujetos OM-RI respecto a los
sujetos OM-NRI (Figura 36), los estudios funcionales revelaron una posible disminucion
en la biodisponibilidad del sustrato asociado a la resistencia a la insulina en obesos
morbidos. Esto se confirmé mediante la preincubacion de los segmentos vasculares de

grasa visceral con L-arginina.
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Figura 36. Concentracion plasmdtica de arginina (ug/ml) en obesos mérbidos no resistentes a la insulina (OM-NRI)
y en obesos morbidos resistentes a la insulina (OM-RI). El nimero de sujetos estudiados fue de 17 OM-NRI 'y 23 OM-
RI. Cada columna representa la media + error estdndar de los ug/ml de arginina.

Mientras que la preincubacion de los segmentos arteriales derivados de OM-NRI (Figura
37B) con L-arginina (300 uM) no tuvo efecto sobre las respuestas vasodilatadoras a BK,
en el grupo de OM-RI la L-arginina mejord significativamente la funcién endotelial

comprometida (Figura 37A).
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Figura 37. Efecto de L-arginina (300uM) sobre los relajaciones inducidas por bradiquinina (BK) en segmentos
arteriales de obesos morbidos no resistentes a la insulina (OM-NRI; panel A) y obesos mérbidos resistentes a la
insulina (OM-RI; panel B). Los datos se expresan como la media + error estdndar del porcentaje de contraccion
residual de la respuesta inducida por 25 mM. N representa el nimero de sujetos estudiados y n el nimero de
segmentos arteriales estudiados. ** indica p < 0,01 respecto a OM-RI.
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De modo similar a lo observado en humanos y a pesar de no encontrar diferencias

estadisticamente significativas en las concentraciones de arginina tanto en plasma

(Figura 38A) como en el homogenizado adrtico (Figura 38B) entre RRI y RC, la

preincubacién con L-arginina potencid significativamente la relajacion a ACh en aorta

(Figura 39A) y en microvasos mesentéricos procedentes de RRI (Figura 40A). Por el

contrario, la L-arginina no modificd las respuestas endotelio-dependientes en RC (Figura

398, 40B).
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Figura 38. Concentracion de arginina en plasma y en tejido adrtico obtenido de ratas control (RC) y de ratas
resistentes a la insulina (RRI). Cada columna representa la media * error estandar de los valores de arginina medida
en ug/ml (panel A) y de los ug de arginina por mg de tejido (panel B). Los experimentos fueron realizados en 9 animales

diferentes.
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Figura 39. Efecto de la incubacion con L-arginina (300 uM) sobre las respuestas vasodilatadoras inducidas por
acetilcolina (ACh) en segmentos adrticos de ratas resistentes a la insulina (RRI; panel A) y de ratas control (RC;
panel B). Los datos se expresan como la media * error estdndar del porcentaje de contraccion residual de la respuesta
inducida por norepinefrina (NE; 10-30 nM). N representa el niimero de ratas estudiadas y n el nimero de segmentos
arteriales utilizados. *** indica p < 0,001 versus RRI mediante un test ANOVA de dos factores.
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Figura 40. La adicion de L-arginina (300 uM) mejord las respuestas vasodilatadoras inducidas por acetilcolina (ACh)
en microvasos mesentéricos de ratas resistentes a la insulina (RRI; panel A), no teniendo efecto significativo en
microvasos mesentéricos de ratas control (RC; panel B). Los datos se expresan como la media + error estdndar del
porcentaje de contraccion residual de la respuesta inducida por norepinefrina (NE; 1-3 uM). N representa el nimero
de ratas y n el numero de segmentos arteriales estudiados. *** indica p < 0,001 versus RRI mediante un test ANOVA
de dos factores.
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La elevacion de ADMA se asocia con la resistencia a la insulina
en sujetos obesos mérbidos y en RRI

El analisis de las concentraciones de ADMA reveld un claro aumento del ADMA, inhibidor
enddgeno de la NOS, tanto en suero (Figura 41A) como en tejido graso visceral (Figura
41B) procedente de obesos mérbidos resistentes a la insulina en comparacién con los

obesos maorbidos no resistentes a la insulina.
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Figura 41. Concentracién de ADMA en suero (A) y en tejido graso visceral (B) de obesos morbidos sin resistencia a
la insulina (OM-NRI) y obesos morbidos resistentes a la insulina (OM-RI). Los datos se expresan como la media +
error estandar de los pumoles de ADMA (A) o de los ng de ADMA por mg de proteina de tejido (B). El nimero de sujetos
estudiados fue 17 OM-NRI 'y 23 OM-RI. * indica p <0,05 versus OM-NRI.

Mads aun, los niveles séricos de ADMA en los sujetos obesos mdérbidos mostraron una
correlacién positiva con el indice HOMA-IR, obteniéndose mayores valores de ADMA

cuanto mayor era el indice HOMA-IR que presentaban los sujetos (Figura 42).
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Figura 42. Correlacion positiva entre los niveles de ADMA (expresados en uM) y el indice HOMA-IR en sujetos obesos
morbidos. Cada punto representa un sujeto.

Ademas, el andlisis de la relacidon entre los niveles séricos de ADMA vy la capacidad
vasodilatadora endotelial inducida por BK representada como valores de pD2, en los
sujetos obesos moérbidos mostroé la existencia de una correlacién inversa entre ambos

parametros (Figura 43).
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Figura 43. Correlacion negativa entre los niveles séricos de ADMA (expresados en uM) y el valor de pD2 en sujetos
obesos morbidos. Cada punto representa la media de los valores de pD2 de los segmentos vasculares obtenidos de
cada sujeto.
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El aumento en los niveles de ADMA observado puede ser debido a una disminucién en
la expresion de su catabolizador endégeno (o del enzima responsable de su hidrdlisis),
la dimetilarginina dimetilaminohidrolasa (DDAH). Con el fin de testar esta hipdtesis se
analizd la expresion de ARNm de las dos isoformas de DDAH (DDAH1 y DDAH2) en los
microvasos, observdndose una reduccién significativa en los niveles relativos de
expresion de ambas isoformas en OM-RI con respecto al grupo no resistente a la
insulina. Por el contrario, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas

en la expresion de eNOS entre OM-RI y OM-NRI (Figura 44).
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Figura 44. Expresion relativa de ARNm de eNOS, DDAH-1 y DDAH-2 en microvasos procedentes de grasa visceral de
sujetos obesos morbidos. Los resultados (media * intervalos de confianza) se presentan como valores relativos
respecto a OM-NRI. Los resultados fueron obtenidos de 4-8 pacientes diferentes. * indica p<0,05 frente a OM-NRI por
un test U de Mann-Whitney.

Mas aun, los niveles sistémicos y vasculares de ADMA fueron determinados en ratas
para evaluar la posible interaccion entre la disminucidn en la disponibilidad de L-arginina
y el aumento del ADMA y su papel en la disfuncion endotelial asociada a la resistencia a
lainsulina. En este sentido los niveles de ADMA fueron significativamente superiores en

suero (Figura 45A) y en homogenizado adrtico (Figura 45B) de RRI respecto a RC.

90



>

ADMA en suero (UM)

resuttapos I

B.
0.15- 1.00,
©
© .S
* + ‘D 0.75-
-t
00
0.104 g O
i — c &
o % 0.50-
<
p— O
0.05 5 £
< 5025 [
£
0.00 . 0.00 .
RC RRI RC RRI

Figura 45. Elevacion de los niveles de ADMA en suero (A) y en homogenizado adrtico (B) en ratas resistentes a la
insulina (RRI) en comparacion con las ratas control (RC). Los datos se representan como la media + error estdndar de
los 1M de ADMA (A) o de los ng de ADMA por mg de proteina del tejido. El estudio se ha realizado en siete animales
diferentes. * indica p < 0,05 versus RC por el test de t-Student.

Ademas, en RRI se observd una notable disminucién de los niveles de la isoforma DDAH1
en el homogeneizado adrtico en comparacion con el grupo control (Figura 46). Por
tanto, y en concordancia con los resultados obtenidos en humanos se confirma que la
resistencia a la insulina, independientemente de la presencia de obesidad, se asocia con
un aumento en los niveles de ADMA y una disminucién en los niveles de DDAH1,

comprometiendo la funcion endotelial.
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Figura 46. Disminucién de los niveles de DDAH1 (medidos en ng/mg de proteina) en aorta de rata resistente a la
insulina (RRI). Cada columna representa la media + error estdndar de la media, habiéndose realizado el estudio en
siete animales diferentes. * indica p < 0,05 versus ratas control (RC) por el test de t-Student.
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El incremento de la actividad de arginasa se propone como
mecanismo implicado en la disfuncion endotelial asociada a la
resistencia a la insulina en sujetos obesos mérbidos y en ratas.

Diferentes evidencias sugieren la contribucion de la enzima arginasa a la disfuncién
endotelial. En los estudios de RT-PCR en tiempo real en microvasos procedentes de
grasa visceral de OM-RI se ha detectado mayor expresion de ARNm de la isoforma

arginasa-2 en comparacion con OM-NRI (Figura 47).
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Figura 47. Niveles relativos de expresion de ARNm de arginasa-2 en microvasos procedentes de grasa visceral de
obesos morbidos sin resistencia a la insulina (OM-NRI) y resistentes a la insulina (OM-RI). Las arterias procedentes
de grasa visceral fueron obtenidas de cinco sujetos diferentes. Cada columna representa la media + error estdndar de
la media. p < 0,05 versus OM-NRI estd representada como * en la figura.

La arginasa competiria con la enzima NOS por el sustrato L-arginina y, como
consecuencia, podria disminuir la produccion de NO, lo que, a su vez, resultaria en un
empeoramiento de la relajacidon endotelial. Para evaluar la contribucion de la arginasa
al deterioro de la relajacién endotelio-dependiente asociado a la resistencia a la insulina
se incubaron algunos segmentos vasculares procedentes de grasa visceral de sujetos
obesos morbidos con el inhibidor de la arginasa, nor-NOHA. Las vasodilataciones
inducidas por BK en OM-RI fueron potenciadas por el tratamiento de los segmentos

arteriales con nor-NOHA (10 uM) (Figura 48A). Por el contrario, en el grupo de los
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sujetos OM-NRI no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre las

curvas de relajacion inducidas por BK de los segmentos arteriales preincubados con nor-

NOHA en comparacién con los segmentos no tratados con el farmaco (Figura 48B).
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Figura 48. Efecto de la inhibicién de arginasa con nor-NOHA (10 uM) sobre la funcion endotelial en sujetos obesos
morbidos con resistencia a la insulina (OM-RI; panel A) y sujetos obesos mérbidos no resistentes a la insulina (OM-
NRI; panel B). Los datos se expresan como la media + error estdndar del porcentaje de contraccion residual de las
respuestas inducidas por 25 mM K+. N representa el nimero de sujetos estudiados y n el numero de segmentos
arteriales estudiados. *** indica p <0,001 versus OM-RI.

Por otro lado, estos hallazgos fueron validados en nuestro modelo animal de resistencia

a la insulina. El andlisis de los resultados de la determinacion de la actividad de la

arginasa en el homogenizado adrtico revelé un incremento significativo en la actividad

de la enzima en RRI en comparacién con el grupo de RC (Figura 49).
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Figura 49. Incremento de la actividad de arginasa en aorta de rata (medida en nmol/min/mg de proteina) en ratas
resistentes a la insulina (RRI) en comparacion con las ratas control (RC). El nimero de ratas estudiadas fue de 7 RC
y 10 RRI. P < 0,05 versus RC estd representada como * en la figura por un test de t- Student.

Como se ha mencionado anteriormente, este incremento en la actividad de arginasa
puede contribuir a la reduccién de L-arginina, y por ende a la disminucidn en la sintesis
del NO. De hecho, el tratamiento de los segmentos vasculares procedentes de RRI con
nor-NOHA (10 uM) redujo de manera significativa el deterioro de las respuestas de
relajacion inducidas por ACh tanto en aorta (Figura 50A) como en arterias mesentéricas
(Figura 51A). Sin embargo, la preincubaciéon con nor-NOHA no produjo efectos
significativos sobre las relajaciones vasculares en ratas control, ni en aorta (Figura 50B),

ni en microvasos mesentéricos (Figura 51B).
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Figura 50. La inhibicion de la arginasa mediante la adicion de nor-NOHA 10 uM potencia la respuesta
vasodilatadora inducidas por acetilcolina (ACh) en aorta de RRI (panel A), no teniendo efecto en aorta de RC (panel
B). Los datos se expresan como la media + error estdndar del porcentaje de contraccion residual de la respuesta
inducida por norepinefrina (NE). N representa el numero de ratas y n el numero de segmentos arteriales estudiados.
*** indica p < 0,001 versus RRI mediante un test ANOVA de dos factores.
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Figura 51. La inhibicion de la arginasa mediante la adicion de nor-NOHA 10 uM potencia la respuesta
vasodilatadora inducidas por acetilcolina (ACh) en microvasos mesentéricos de RRI (panel A), no teniendo efecto
en microvasos mesentéricos de RC (panel B). Los datos se expresan como la media * error estdndar del porcentaje de
contraccion residual de la respuesta inducida por norepinefrina (NE). N representa el nimero de ratas y n el nimero
de segmentos arteriales estudiados. ** indica p < 0,01 versus RRI mediante un test ANOVA de dos factores.
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La obesidad es considerada un problema epidémico a nivel mundial, tanto por su
creciente magnitud como por su impacto negativo en la salud (Seidell, 2000). Mas aun
la obesidad, un importante factor de riesgo cardiovascular, se relaciona estrechamente
con la presencia de resistencia a la insulina (Prieto et al., 2014). Esta alteracién
metabdlica tiene un papel fundamental en el desarrollo de la disfuncidon endotelial que
precede en afios al dafio estructural vascular (Landmesser & Harrison, 2001). Asi, se ha
propuesto que la resistencia a la insulina podria desempenar un papel clave para
explicar como la obesidad puede favorecer el desarrollo de la ECV y ser también el

vinculo de unién entre ellas (Sorop et al., 2017).

Con el objetivo de evaluar la importancia de la resistencia a la insulina en el impacto de
la obesidad sobre la vasculatura humana se ha analizado la influencia de la resistencia a
lainsulina sobre la funcidn endotelial en sujetos obesos mdérbidos sin ECV conocida. Para
ello, se seleccionaron dos grupos de pacientes obesos modrbidos, cuya principal
diferencia fue la presencia o ausencia de resistencia a la insulina determinada por el
indice HOMA-IR, mientras que un grupo de sujetos sanos no obesos se empleé como
grupo control. Tal y como era de esperar, los valores de glucosa e insulina fueron mas
elevados en el grupo de OM-RI en comparacién con el grupo de OM-NRI, lo que indica
la correcta clasificacidon de los sujetos. Estas alteraciones metabdlicas se acompafiaron
de un deterioro marcado de las respuestas vasodilatadoras inducidas por BK en los
microvasos procedentes de grasa visceral de los sujetos OM-RI en comparacion con las
respuestas obtenidas del grupo OM-NRI y del grupo de sujetos sanos no obesos. De
hecho, la vasodilatacion endotelial en el grupo de OM-NRI no se vio deteriorada
respecto al grupo control. Ademas, se observd una significativa correlacion inversa entre
la resistencia a la insulina (indice HOMA-IR) y la vasodilataciéon endotelial (valores de
pD2 para BK) en los sujetos obesos. Estos resultados sugieren que la resistencia a la
insulina es un factor clave en la asociacién entre la obesidad y la disfuncion endotelial.
Los presentes hallazgos estan en consonancia con estudios previos realizados
principalmente en modelos animales de obesidad en los que la resistencia a la insulina
se establecido como el mediador subyacente del deterioro de la vasodilatacién mediada
por NO (Ali et al., 2009). Sin embargo, la mayoria de los estudios disponibles en la
literatura que evaltan la disfuncién endotelial asociada a la obesidad en humanos, son
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estudios realizados en pacientes obesos (sin establecer diferencias entre aquellos cony
sin resistencia a la insulina) comparados con sujetos sanos no obesos. Mas aln, se ha
propuesto la existencia de una relacién entre la insulina, el indice HOMA-IR, los niveles
de triglicéridos vy la funcion endotelial (Galvao et al., 2012). De hecho, la mejoria en la
funcién endotelial asociada a la reduccidn de peso se ha relacionado con una reduccién

en el indice HOMA-IR (Rudofsky et al., 2011).

Es importante resaltar que los valores del IMC no fueron estadisticamente diferentes
entre ambos grupos de sujetos obesos mdrbidos, lo que apoya el hecho de que Ia
resistencia a la insulina es el factor determinante en la disfuncién endotelial en sujetos
con obesidad modrbida y no el IMC (El Assar et al., 2013; Lupattelli et al., 2013). En este
sentido, una mejora de la funcién endotelial después de la pérdida de peso en pacientes
obesos se correlacion6 con la reduccién en el indice HOMA-IR en lugar de con la
disminucion en los valores del IMC (Lupattelli et al., 2013). El papel poco relevante del
IMC en la discriminaciéon del empeoramiento metabdlico entre los sujetos obesos
morbidos es apoyado por Wolf y colaboradores, donde mostraron que los sujetos
extremadamente obesos no presentan mayor deterioro de su perfil metabdlico en

comparacion con los sujetos severamente obesos (Wolf et al., 2006).

Existen evidencias clinicas que muestran una elevacion de la prevalencia de diferentes
patologias (la diabetes mellitus, la hipertensidn, y la dislipemia) relacionadas con la
presencia de obesidad que pueden contribuir al desarrollo de la aterosclerosis (Matsuda
& Shimomura, 2013). Considerando este hecho, se analizd la posible influencia de
diferentes factores de riesgo cardiovascular en los resultados obtenidos en los sujetos
de nuestro estudio. Como cabria de esperar, y teniendo en cuenta que la resistencia a
la insulina desempefia un papel determinante en el desarrollo de diabetes (Kaul et al.,
2015; Karalliedde & Gnudi, 2016), solo se detect6 este factor de riesgo cardiovascular
en los sujetos OM-RI. Sin embargo, la diabetes no parece ser la responsable de la
disfuncion endotelial asociada a la resistencia a la insulina ya que la exclusion de los
sujetos diabéticos del grupo de los OM-RI no modificé el deterioro de las relajaciones

dependientes de endotelio observado en este grupo de sujetos. Por otro lado, nuestros
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resultados muestran que el grupo de los sujetos OM-RI presentan niveles inferiores de
colesterol total, de HDL y de LDL en comparacion con los sujetos obesos mdrbidos no
resistentes a la insulina, mientras que los valores de HbA1. no fueron significativamente
diferentes entre ambos grupos evaluados. En linea con lo anterior, y aunque algunos
autores han relacionado los niveles elevados de HbA1. (Huang et al., 2015; Shah et al.,
2015) o la alteracion del perfil lipidico (Martinez-Gonzalez & Badimon, 2007; Lucero et
al., 2016) con la disfuncion endotelial, no se observé una correlacion significativa ente
los parametros citados y la vasodilatacidn endotelial en los sujetos obesos estudiados.
Mas aun, aunque el tratamiento con hipoglucemiantes se presentaba solamente en el
grupo de OM-RI y la toma de hipotensores era superior en ese grupo, no es probable
gue este hecho influya en el deterioro de la funcién endotelial detectado, ya que, por el
contrario, es bien conocido el efecto potenciador de estos tratamiento sobre la

vasodilatacion endotelial (Taddei et al., 2002; Naka et al., 2011; Miyamoto et al., 2012).

Considerando que el sexo pudiese influenciar la funcién vascular y dado que el
porcentaje de sujetos varones era significativamente menor en el grupo OM-NRI, se re-
analizaron los datos de funcidon endotelial eliminando los segmentos vasculares
pertenecientes al sexo masculino de ambos grupos de sujetos obesos mérbidos. El
hecho de que este andlisis continle revelando un deterioro de la vasodilataciéon
endotelial en los OM-RI, confirma la idea de que el defecto en la relajacidn endotelial
estd estrechamente ligado a la presencia de resistencia a la insulina y descarta un posible

sesgo debido a las diferencias en el porcentaje de sujetos de sexo masculino.

Nuestros resultados estdan en concordancia con estudios previos donde se demuestra
gue los sujetos resistentes a insulina tienen mayor riesgo de desarrollar enfermedad
cardiovascular, incluso después del ajuste para los factores de riesgo cardiovascular
tradicionales (Lupattelli et al., 2013). Mas aun, los resultados del Insulin Resistance and
Atherosclerosis Study observaron una correlacién independiente entre la resistencia a
la insulina vy la rigidez arterial, considerado un predictor de eventos cardiovasculares

futuros (Howard et al., 1996).
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Las citoquinas proinflamatorias segregadas por los adipocitos podrian jugar un papel
relevante entre los mecanismos mediante los cuales la obesidad contribuiria al
desarrollo de ECV. Estas adipokinas inducen una respuesta sistémica a través de la
produccién de reactantes de fase aguda, lo que situa al tejido adiposo como un
mediador importante en la interaccién entre la obesidad y la inflamacién (Rodriguez-
Hernandez et al., 2013). En nuestro trabajo, la presencia de altos niveles de PCR en los
sujetos obesos resistentes a la insulina refleja un estado inflamatorio créonico de bajo
grado a nivel sistémico en estos sujetos. Estos resultados estan en consonancia con
estudios previos donde se observd un aumento en los niveles séricos de diferentes
citoquinas pro-inflamatorias tales como la PCR, la IL-6, y el TNF-a en sujetos obesos
morbidos resistentes a la insulina respecto a los sujetos obesos marbidos no resistentes
alainsulina (El Assar et al., 2013). El empeoramiento marcado de la relajacion endotelial
gue provocan algunas citoquinas proinflamatorias, como la IL-6 y el TNF-a, apoyan su
contribucién al dafo endotelial (Orshal & Khalil, 2004; Myung et al., 2008). Por tanto,
aungue en nuestro estudio no se encontrd una correlacion significativa entre los niveles
séricos de PCR y la vasodilatacion endotelial, no podemos descartar su posible

participacién en la disfuncidén endotelial asociada a la resistencia a la insulina.

Para confirmar la importancia de la resistencia a la insulina como factor determinante
en la disfuncion endotelial con independencia de la obesidad, se validaron los hallazgos
obtenidos en humanos en un modelo animal de resistencia a la insulina en ausencia de
obesidad. Para ello, se evalud la funcion vascular en ratas no obesas con resistencia a la
insulina inducida por dieta rica en fructosa. Este modelo animal de resistencia a la
insulina ha sido previamente caracterizado y validado (Katakam et al., 1998; L. T. Tran
et al., 2009). De modo similar a lo observado en los sujetos OM-RI, las ratas tratadas con
fructosa muestran hiperglucemia, hiperinsulinemia y un elevado indice HOMA-IR con
respecto a las ratas control. Estas alteraciones metabdlicas se acompafaron de una
mermada respuesta vasodilatadora endotelio-dependiente tanto en vasos de
conductancia (aorta) como de resistencia (microarterias mesentéricas). Estos resultados
estan en consonancia con trabajos previos que revelan un deterioro de la vasodilatacion
endotelial en ratas tratadas con fructosa y en otros modelos animales de resistencia a
lainsulina (Young EJ, 2008; Chou et al., 2013; Shawky et al., 2014).
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Sin embargo, el claro efecto deletéreo de la resistencia a la insulina sobre la funcidn
endotelial no se detectd en otros aspectos de la funcidn vascular como la vasodilataciéon
inducida directamente por la relajacion del musculo liso vascular (no dependiente de
endotelio). Asi, las respuestas mediadas por un donador de NO no se vieron afectadas
por la presencia de resistencia a la insulina ni en los sujetos obesos mdérbidos ni en el
modelo animal. Dada la relevancia del NO en la vasodilatacion endotelial, estas
evidencias indican que la posible alteracidon en la relajacion endotelial podria deberse a
una produccion defectuosa o a una reducida disponibilidad del NO mas que a una
disminuida sensibilidad al NO a nivel del musculo liso. Otros autores encontraron
resultados similares en ratas tratadas con fructosa al 10% en agua de bebida (Mahmoud

et al., 2012).

Los resultados obtenidos tanto en sujetos morbidos como en un modelo animal de
resistencia a la insulina sin obesidad sugieren el papel determinante de la resistencia a
la insulina en el deterioro de la vasodilatacién mediada por endotelio asociado a la

obesidad.

La Disfuncion endotelial se asocia con el estreés
oxidativo en sujetos obesos morbidos
resistentes a la insulina y en ratas resistentes a
la insulina

Existen diversos mecanismos fisiopatoldgicos posiblemente implicados en las
interacciones entre obesidad, resistencia a la insulina y disfuncién endotelial (Grassi &
Diez, 2009). En este sentido, el estrés oxidativo, y en especial el anidn superdxido, juega
un papel fundamental (Siti et al., 2015). Una consecuencia del aumento en la produccién
del anidn superodxido es la disminucion en la biodisponibilidad del NO, lo que resulta en
una disminucién de las relajaciones endotelio-dependientes como se puede observar en

los resultados del presente trabajo. Asi, la detoxificacion del anidn superdxido con el
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barredor extracelular, SOD, potencia la vasodilatacion endotelio-dependiente
solamente en las arterias de grasa visceral procedente de los sujetos obesos morbidos
con resistencia a la accidn de la insulina. Estos resultados se confirmaron en nuestro
modelo animal, ya que la preincubacion aguda con el barredor intracelular del anién
superoéxido, TEMPOL, mejor¢ significativamente las respuestas inducidas por ACh, que
se veian deterioradas en los vasos de gran calibre (aorta) asi como en los microvasos
mesentéricos de ratas resistentes a la insulina. El papel del estrés oxidativo que sugieren
los estudios de reactividad vascular se confirmd en los estudios de inmunofluorescencia
indirecta. El presente trabajo aporta la evidencia de que la generacion del anién
superoéxido, evaluada mediante el uso de la sonda fluorescente DHE, es mas acusada en
los cortes histoldgicos de los sujetos OM-RI en comparacién con el grupo de OM-NRI y
el grupo control no obeso. Ademas, nuestros resultados muestran una correlacién
inversa entre el porcentaje de nucleos tefiidos y el valor de pD2 en respuesta a BK, lo
que sugiere una relacion entre el aumento de estrés oxidativo y el deterioro de Ila
funcién vascular asociada a la resistencia a la insulina. Este hecho esta respaldado por
trabajos previos donde se ha demostrado la implicacién del estrés oxidativo en la
disfuncién endotelial asociada a la obesidad tanto en humanos como en modelos
animales de obesidad y de resistencia a la insulina. En este sentido, Virdis y cols.,
mostraron un aumento de la generacion del anidn superdxido en la pared vascular de
los segmentos procedentes del espécimen de grasa visceral de sujetos obesos mérbidos
en comparacion con los sujetos no obesos y una normalizacidon de las respuestas
deterioradas inducidas por ACh en presencia de TEMPOL (Virdis et al., 2011). Un efecto
potenciador de SOD sobre la relajacién endotelio-dependiente deteriorada en aorta
(Kobayasi et al., 2010) y microvasos (Kobayasi et al.,, 2010; Lobato et al.,, 2011) de
animales obesos también ha sido descrita. Sin embargo, cabe destacar que estos
estudios no establecen diferencias basadas en la presencia o ausencia de la resistencia

a la insulina.

Existen diferentes fuentes de estrés oxidativo que pueden contribuir a la generacién
vascular del anidn superdxido asociado a la resistencia a la insulina o a la obesidad. En
este sentido, la mitocondria parece jugar un papel fundamental en la fisiopatologia del
dano vascular relacionado con la diabetes, la resistencia a la insulina (Sivitz & Yorek,
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2010; Jeong et al., 2016) y la obesidad (Pung et al., 2012; Mao et al., 2017). De hecho,
existen evidencias que establecen la mitocondria como fuente primaria de estrés
oxidativo y muestran la produccién del anién superdxido de origen mitocondrial como
una caracteristica comun de diferentes modelos de resistencia a la insulina en adipocitos
(Hoehn et al.,, 2009). Estas premisas hacen pensar que, una depuracién del anion
superoxido a nivel mitocondrial tendria efectos beneficiosos sobre la funcidn vascular.
En linea con lo anterior, la mitoTEMPO se ha descrito como un potente farmaco con
capacidad para disminuir el anién superdxido mitocondrial y el celular, reducir la
actividad de la NADPH oxidasa celular y restaurar el nivel de NO biodisponible,

mejorando asi la funcién endotelial (Dikalova et al., 2010).

La idea del papel determinante del estrés oxidativo de origen mitocondrial en la
disfuncién endotelial asociada a la resistencia a la insulina se ve apoyada por el efecto
potenciador del mitoTEMPO sobre las deterioradas relajaciones endotelio-
dependientes en los microvasos de sujetos obesos mérbidos resistentes a la insulina 'y
en los segmentos adrticos procedentes de ratas tratadas con fructosa. Estos resultados
estan en consonancia con trabajos previos donde se ha descrito la implicacidon del estrés
oxidativo mitocondrial en la fisiopatologia del dafio vascular asociado a diabetes y a
resistencia a la insulina (Bonnard et al., 2008; Sivitz & Yorek, 2010; Jeong et al., 2016).
Sin embargo, la reduccidn del estrés oxidativo de origen mitocondrial deteriord la
relajacion inducida por ACh en los segmentos adrticos procedentes de las RC. Este hecho
puede deberse al importante papel descrito de las ROS como moléculas de sefializacién
gue regulan un amplio nimero de procesos celulares (Ristow, 2014), por tanto, su
eliminacion podria no resultar beneficiosa en condiciones fisiolégicas no asociadas a
patologias. Por otro lado, nuestros resultados muestran también la ausencia de efecto
del mitoTEMPO sobre la funcién endotelial en microvasos mesentéricos de RRI. Ademas,
las evidencias visuales de lainmunodeteccidn del anidén superéxido en cortes de arterias
procedentes de la grasa visceral de obesos mdrbidos, muestran una diminucion en el
numero de nucleos con marcaje positivo para la sonda DHE en los segmentos tratados
con mitoTEMPO. Estos resultados, respaldan los hallazgos obtenidos en los estudios de
reactividad vascular reforzando la idea de que el estrés oxidativo de origen mitocondrial

deteriora la funcion endotelial en presencia de resistencia a la insulina, al menos en
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sujetos obesos mdrbidos y en aorta de ratas. Nuestros resultados estan en concordancia
con un estudio realizado en un modelo animal de obesidad (ratas Zucker obesas), donde
se observaron niveles aumentados de ROS en células de endotelio adrtico y de musculo
liso en comparacién con las ratas no obesas. El tratamiento con mitoTEMPO disminuyé
notablemente los niveles de ROS (Pung et al.,, 2012). Ademas de la los estudios
relacionados con obesidad, existe también evidencia cientifica que asocia la resistencia

a la insulina con la disfuncidon mitocondrial (Mootha et al., 2003; Patti et al., 2003).

Por otro lado se ha descrito que el deterioro en la funcion endotelial en ratas resistentes
a la insulina ( El Assar et al., 2015a; El Assar et al., 2015b), asi como en sujetos obesos
(La Favor et al., 2016), puede ser también debido a un aumento del estrés oxidativo
asociado a la actividad de la NADPH oxidasa. Otros estudios en ratones obesos muestran
la implicacién del tejido adiposo en la disfuncion endotelial a través de mecanismos que
estan ligados al aumento del estrés oxidativo derivado de la NADPH oxidasa y de la
produccién de citoquinas proinflamatorias (Ketonen et al., 2010b). La inhibicion de la
NADPH podria ser, por tanto, considerada como otra estrategia farmacolégica para
paliar la enfermedad vascular asociada a la resistencia a la insulina (Sukumar et al.,

2013).

En un estudio reciente realizado en sujetos obesos mérbidos se observé un aumento de
la generacion de anién superoxido vascular, producido en parte, por la NADPH oxidasa.
Ademas, la inhibicion de esta fuente de estrés oxidativo con apocinina mejord de
manera marcada el deterioro de relajacién endotelio dependiente en arterias
mesentéricas procedentes de sujetos obesos mérbidos (Virdis et al., 2011). Sin embargo,
la falta de efecto del VAS2870, inhibidor de la NADPH oxidasa, sobre las respuestas
inducidas por BK, descarta el posible papel de la NADPH oxidasa en la reduccion de la
biodisponibilidad del NO asociado a la resistencia a la insulina en sujetos obesos
morbidos, tal y como se observa en nuestro estudio. Una vez mds, es importante resaltar
gue en este estudio y, a diferencia de los estudios disponibles en la literatura, se evaldan
las diferencias entre aquellos sujetos OM con y sin resistencia a la insulina. Aunque algun

estudio sugiere que el VAS 2870 posee actividad en otras dianas farmacoldgicas a parte
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de su principal accién como inhibidor de la NADPH oxidasa (Sun et al., 2012), la mayoria
de las publicaciones describen el VAS 2870 como un potente antioxidante capaz de
inhibir la actividad de la NADPH oxidasa (Nikiforova et al., 2013). La evaluacion del
posible papel de la NADPH oxidasas en nuestro modelo animal de resistencia a la
insulina mostrd que la preincubacion con VAS 2870 no solo no mejoré las relajaciones
de los segmentos adrticos de RRI, incluso las empeord al igual que en RC. Por el
contrario, el inhibidor de la NADPH oxidasa si potencié significativamente las
relajaciones inducidas por ACh en las arterias mesentéricas procedentes de RRI.
Nuestros resultados en animales estan en consonancia con trabajos previos realizados
en un modelo animal de resistencia a la insulina donde se observd una mejoria en la
vasodilatacion inducida por ACh en arterias mesentéricas de ratas resistentes a la
insulina preincubadas con VAS 2870 (El Assar et al., 2015a). Ademas, también se ha
demostrado que la inhibicion de la NADPH oxidasa potencia notablemente la relajaciéon

endotelial en ratones resistentes a la insulina (Sukumar et al., 2013).

Por ultimo, el desacoplamiento de la enzima NOS se ha descrito como otra fuente
potencial de anion superdxido en las células del endotelio microvascular (Bevers et al.,
2006). La deficiencia de BHa, cofactor de la NOS, entorpece el correcto acoplamiento de
la enzima que se traduce en un aumento de generacidn de anidn superdxido y una
menor sintesis de NO (Shinozaki et al., 1999; Vasquez-Vivar et al., 2003; Moens et al.,
2008). Los presentes resultados muestran que la adicién de BH4 no tuvo efecto sobre la
relajacién endotelial de los microvasos procedentes de los sujetos obesos mérbidos ni
en los microvasos mesentéricos de las ratas con resistencia a la insulina. Por el contrario,
se observd una mejoria en la relajacion mediada por endotelio en los segmentos de
aorta de ratas resistentes a la insulina en presencia de BHa4. Estos ultimos resultados
positivos en la aorta estan en consonancia con otros estudios realizados en arteriolas de
ratas tratadas con una elevada concentracidn de glucosa en su alimentacion donde la
adicion de BH4 mejord la vasodilatacion dependiente de NO (Bagi et al., 2004). De modo
similar, se ha observado una alteracidn en el equilibrio entre el éxido nitrico derivado
del endotelio y la formacién de anidon superoéxido, y por consiguiente un empeoramiento

de la vasodilatacién dependiente del endotelio en respuesta a ACh, que fue mejorada
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gracias al tratamiento de los segmentos vasculares de ratones obesos con un precursor
de BHa (Ketonen et al., 2010a). Las divergencias encontradas entre los distintos lechos
vasculares evaluados en el presente trabajo (micro y macrovasos) en relacién a los
principales sistemas generadores de estrés oxidativo implicados en la aparicion del dafio
vascular asociado a la resistencia a la insulina, pueden ser debidas a la participacidn de
diferentes procesos fisioldgicos en la respuesta vasodilatadora a lo largo del arbol
arterial y, por tanto, la misma situacién patoldgica puede generar alteraciones diversas,
y de ahi la importancia de la visién holistica del sistema cardiovascular a la hora de

establecer dianas terapéuticas especificas.

La alteracion de la via de L-arginina/ NO
contribuye al deterioro de la vasodilatacion
endotelial asociada a la resistencia a la insulina

Ademas del estrés oxidativo, otros mecanismos pueden reducir la disponibilidad del NO
(Kraehling & Sessa, 2017), considerado un mediador clave en la relajacién endotelial
(Forstermann & Sessa, 2012). De hecho, se ha descrito que la reduccion del NO derivado
del endotelio tiene como consecuencia un fenotipo vascular mds propenso a la
aterogénesis (Cayatte et al., 1994). Estudios en ratas obesas han demostrado que el
desarrollo de disfuncion endotelial en diferentes lechos vasculares se asociaba con una
reduccion en la concentracion de NO y un incremento del estrés oxidativo vascular

(Zanchi et al., 1995).

Aunque el proceso de disfuncién endotelial puede ser explicado fundamentalmente por
una disminucion en la biodisponibilidad del NO, el origen de esta disfuncion es multiple
(Ali et al., 2009). Asi, se ha descrito que el ADMA inhibe la NOS y como resultado reduce
la produccion de NO, lo que conllevaria a una disminucion en las relajaciones endotelio-
dependientes (Vallance et al., 1992b). Aunque estudios previos han demostrado la
presencia de concentraciones mas elevadas de ADMA en sujetos obesos en

comparacion con los sujetos con normopeso (Siervo & Bluck, 2012) y en sujetos con
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resistencia a la insulina (Toutouzas et al., 2008), sin embargo, los resultados que
relacionan el ADMA, el NO y el HOMA-IR son controvertidos. En este sentido, algunos
autores muestran niveles mas elevados de ADMA en sujetos OM-RI en comparacién con
los OM-NRI (McLaughlin et al., 2006). Es mas, una mejoria en la sensibilidad a la insulina
mediante intervencidn farmacoldgica se asocia a una reduccion de los niveles de ADMA
(Asagami et al., 2002; Stuhlinger et al., 2002; Hsu et al.,, 2014). Otros estudios no
encontraron una relacién entre los niveles de ADMA vy el indice de HOMA-IR en sujetos
obesos. En este sentido, y a pesar de que los sujetos obesos presentaban valores
elevados de HOMA-IR en comparacion con el grupo control, los niveles séricos de ADMA
no fueron diferentes entre ambos grupos estudiados (Tanrikulu-Kucuk et al., 2015).
Resultados similares se observaron en pacientes con sindrome de ovario poliquisitico
(Pamuk et al., 2010). Sin embargo, los resultados obtenidos en la presente tesis apoyan
la existencia de una asociacidon entre la resistencia a la insulina y la elevacion de los
niveles de ADMA. Asi lo sugiere la evidencia de que la concentracion de ADMA esta
aumentada en presencia de resistencia a la insulina, tanto a nivel sistémico (evaluado
en suero de humanos y de ratas) como a nivel local (evaluado en el homogeneizado de
grasa visceral humano y en el homogeneizado adrtico de las ratas). Ademas, se encontrd
una correlacién positiva entre el ADMA y el indice HOMA-IR. Es mas, la correlaciéon
negativa detectada entre los niveles de ADMA vy los valores de pD2 para BK sugieren la
existencia de una clara asociacion entre los niveles enddgenos elevados del ADMAYy la
disfuncién endotelial en el contexto de la resistencia a la insulina. Esta correlacion
inversa entre los valores de ADMA y la capacidad vasodilatadora apoya el concepto de
que la acumulacién de ADMA se relaciona con la disfuncion endotelial y tiene
importancia como factor de riesgo para el desarrollo de la enfermedad cardiovascular
(Magne et al., 2015). En relacién con lo mencionado, existe evidencia de que la terapia
intensiva con insulina reduce las concentraciones plasmaticas de ADMA en pacientes
criticos (Siroen et al., 2005) y tal efecto podria explicar el impacto positivo de la terapia
intensiva de insulina sobre la funcidn endotelial en estos pacientes (Langouche et al.,

2005).

En el organismo, la degradacidon del ADMA ocurre principalmente por la accién de la
enzima DDAH, capaz de metabolizar el ADMA en citrulina y dimetilamina (Pope et al.,
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2009). Por tanto, la actividad de la DDAH es un modulador clave del contenido endégeno
de ADMA (Siroen et al., 2006; Arrigoni et al., 2010). Este hecho, nos condujo a evaluar
la expresién génica de las dos isoformas de la DDAH (DDAH-1 y DDAH-2). Los resultados
de los experimentos de PCR en tiempo real mostraron una disminucidén significativa en
los niveles relativos de expresiéon de ARNm de ambas isoformas en el homogenizado
arterial de los especimenes de grasa visceral procedente de los sujetos OM-RI en
comparacion con el grupo de OM-NRI. Mas aln, el contenido adrtico de la isoforma
predominante en el metabolismo del ADMA a nivel vascular, la DDAH1 (Sydow et al.,
2008; Hu et al., 2009), estaba disminuido en RRI en comparacion con las ratas control.
Estos resultados sugieren que la elevacion de los niveles de ADMA asociada a la
resistencia a la insulina podria ser debida, en parte, a una disminucién del contenido de
su metabolizador enddgeno, la DDAH. Nuestros resultados estdn en consonancia con los
datos obtenidos por Chen y colaboradores (2012), en cuyo estudio se observé una
disminucion marcada en la actividad de la enzima DDAH y en la expresién adrtica de la
isoforma DDAH-1 junto con un incremento en los niveles plasmaticos de ADMA en ratas
resistentes a la insulina sometidas a una dieta rica en grasa durante 8 semanas (Chen et
al., 2012). En otro trabajo, realizado en ratones sometidos a una dieta rica en grasa y
con una sobreexpresion de la isoforma DDAH-2 inducida genéticamente, se encontraron
niveles mas bajos de glucosa en plasma y mayores niveles de insulina comparados con
los ratones de tipo salvaje (Hasegawa et al., 2013). Todo esto sugiere que la acumulacion
del ADMA asociada a la resistencia a la insulina puede ser debida a la disminucién en la

expresion y/o actividad de la enzima DDAH (Lai & Ghebremariam, 2016).

Otro mecanismo propuesto para explicar la alteracion de la via del NO asociado a la
resistencia a la insulina y/o a la obesidad, es la disminucion de la disponibilidad de la L-
arginina, sustrato de la eNOS. La deplecién de L-arginina se ha relacionado con una
reduccidon competitiva de la sintesis de NO mediada por la NOS (Luiking et al., 2012).
Ademas se ha descrito que la administracién de arginina tiene un efecto beneficioso
sobre la disfuncién endotelial con independencia de la captacién celular de arginina
(Nesher et al., 2014). En un estudio reciente realizado en adultos sanos con sobrepeso y
factores de riesgo para desarrollar ECV se observé que la suplementacidn con dosis bajas
de L-arginina alivio la disfuncion endotelial postprandial, cuando la concentracion basal
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de arginina plasmatica era relativamente baja (Deveaux et al., 2016). En otro trabajo
realizado en ratas resistentes a la insulina (sometidas a una dieta rica en grasa) se ha
demostrado que la suplementacion de L-arginina modula los biomarcadores de
disfuncion endotelial (previniendo una disminucién del estado antioxidante y evitando
un aumento en el indice HOMA-IR, de LDL y de los triglicéridos), teniendo por tanto una
actividad anti-aterogénica (Bogdanski et al., 2015). Los resultados de la presente tesis
no revelaron diferencias significativas en los niveles plasmaticos de L-arginina en
presencia o ausencia de la resistencia a la insulina en sujetos obesos mérbidos. Este
hallazgo se confirmd en nuestro modelo animal. De hecho, no se observé una
disminucion en la concentracidn plasmatica de arginina y tampoco en el contenido de
este aminoacido en el tejido adrtico de RRI en comparacién con las RC. Sin embargo,
nuestros resultados muestran que la adicion aguda de L-arginina mejord
significativamente el deterioro de las relajaciones endotelio-dependientes asociado a la
Rl en todos los lechos vasculares estudiados (arterias de grasa visceral humana, asi como
arterias mesentéricas y aorta de rata). Esta confirmacién del efecto positivo del
tratamiento con L-arginina sobre la funcién endotelial, junto con el hecho de la no
existencia de una deplecién de L-arginina basal, sugiere que una reduccion en la
biodisponibilidad de L-arginina para la sintesis de NO contribuiria a la disfuncién
endotelial asociada a la resistencia a la insulina. Este hecho tiene relevancia clinica ya
gue estudios previos han mostrado que los niveles reducidos de L-arginina aumentan el
riesgo de desarrollar enfermedad cardiovascular o cerebrovascular y, como
consecuencia, aumentan el riesgo de mortalidad (Tang et al., 2009; Bersani et al., 2016;

Karlsson et al., 2017).

Otro de los mecanismos que podria constituir una posible explicacién para la reduccién
de la disponibilidad de L-arginina en presencia de resistencia a la insulina y/o obesidad
es el aumento en la actividad y/o expresion de la arginasa, enzima capaz de metabolizar
la L-arginina en ornitina y urea, limitando la disponibilidad del sustrato para la sintesis
de NO (Dioguardi, 2011). Este hecho impactaria negativamente sobre la funcion
endotelial. Nuestros resultados muestran una mayor actividad de arginasa en el
homogenizado adrtico de ratas resistentes a la insulina con respecto a las ratas control.

Mas aun, en este trabajo se describe por primera vez un aumento de los niveles relativos
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de expresiéon de ARNm de la isoforma arginasa-2 en el homogenizado arterial de los
especimenes de grasa visceral procedente de los OM-RI en comparacion con los sujetos
OM-NRI. Estos hallazgos, junto con el hecho de no observar diferencias notables en la
concentracion de L-arginina en presencia de la resistencia a la insulina, apoyan la
hipdtesis que relaciona la resistencia a la insulina con una disminuciéon en la
disponibilidad del sustrato. Nuestros resultados estan en concordancia con anteriores
estudios, que han demostrado un aumento en la expresién y actividad de la arginasa-2
en aorta de ratones obesos (Yi Yu et al., 2014). Ademas, en sujetos diabéticos tipo 2 se
ha descrito un aumento de la actividad de la arginasa plasmatica (Kashyap et al., 2008),
asi como en aorta de ratas tratadas con fructosa en agua de bebida (El-Bassossy et al.,
2013). Mas aun, la ausencia de cambios significativos en la expresion de ARNm de la
eNOS en el homogenizado arterial entre ambos grupos de sujetos obesos madrbidos,
sugiere que la resistencia a la insulina tiene un efecto diferencial sobre las enzimas
responsables de metabolizar la L-arginina. Nuestros resultados estdn en consonancia
con otros estudios en ratas que han demostrado que la expresion de la eNOS no se ve
afectada por la obesidad ni por la resistencia a la insulina (Fulton et al., 2004; Bouvet et

al., 2007).

Respecto a la arginasa se ha descrito que una inhibicion de la enzima supone, segun
algunos autores, la prevencidn del deterioro de la sintesis de NO y la inhibicién de la
superproduccion de ROS en el sindrome metabdlico, reduciendo la hiperinsulinemia e
hipertrigliceridemia y mejorando por tanto la relajacién endotelial dependiente de NO
(El-Bassossy et al., 2013; Rabelo et al., 2015; Nguyen et al., 2016). De acuerdo con lo
anterior, nuestros resultados demuestran que el tratamiento con un inhibidor de la
arginasa (nor-NOHA) mejoré la disfuncién endotelial asociada a la resistencia a la
insulina en microvasos de sujetos obesos mérbidos resistentes a la insulina y en aortas
y microvasos mesentéricos de ratas resistentes a la insulina. Apoyando esta idea, la
inhibicion de la arginasa con nor-NOHA se ha mostrado capaz de favorecer la
restauracion de la funcién endotelial deteriorada en ratones obesos, lo que indica que
el tratamiento con inhibidores de la arginasa podria representar una diana terapéutica
para paliar la disfuncion endotelial vascular en sujetos obesos (Chung et al., 2014). Por
tanto, nuestros resultados respaldan la hipdtesis de que un aumento en la expresion o
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la actividad de arginasa juega un papel fundamental comprometiendo Ia
biodisponibilidad de la L-arginina para la NOS, lo que tiene, como consecuencia, un
impacto sobre la funcion endotelial que podria ser aliviada/paliada por inhibidores de la

arginasa.

En resumen, nuestros resultados revelan el papel determinante de la resistencia a la
insulina sobre la funcién endotelial e identifican la presencia de estrés oxidativo y la
alteracion de la via L-arginina/NO como mecanismos implicados en el deterioro de la
funcion vascular causada por la presencia de la resistencia a la insulina en los vasos de
sujetos obesos moérbidos y en un modelo animal (Figura 52). La caracterizacion de estos
mecanismos permite establecer potenciales objetivos terapéuticos de intervencion para
paliar la disfuncidon endotelial y, por tanto, retrasar la aparicidon de sus consecuencias,
como la enfermedad cardiovascular. Por ultimo, cabe destacar la importancia de realizar
la confirmacién en tejido vascular humano de las evidencias obtenidas en el modelo
animal, ya que las alteraciones no siempre son extrapolables, aunque sean lechos

vasculares analogos, como sugieren los hallazgos del presente estudio.
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Figura 52. Representacion esquemdtica de los principales mecanismos involucrados en el deterioro de la funcién
endotelial asociado a la resistencia a la insulina en sujetos obesos maorbidos y en un modelo animal de resistencia
a la insulina.
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Las conclusiones que se extraen del presente trabajo son las siguientes:

1. La resistencia a la insulina juega un papel determinante en el deterioro de las
relajaciones endotelio-dependientes en sujetos obesos modrbidos y en un

modelo de rata resistente a la insulina sin obesidad.

2. Este defecto en la relajacion puede explicarse por el aumento de estrés
oxidativo, en especial por un aumento del anién superoéxido en la pared vascular,

gue compromete la disponibilidad del NO.

3. El estrés oxidativo de origen mitocondrial deteriora la funcién endotelial en
microvasos de sujetos OM-RI y en aorta de RRI. El tratamiento con mitoTEMPO
potencia la vasodilatacion comprometida en ambos modelos experimentales y
disminuye la produccion de anién superoxido en la pared arterial de los sujetos

OM-RI.

4. Mientras que la NADPH oxidasa no parece ser uno de los sistemas responsables
de la generacién de anidn superdxido en los microvasos de sujetos OM-RI, esta
fuente si que contribuye al aumento de estrés oxidativo en arterias mesentéricas

de RRI y su inhibicidn mejora la vasodilatacidon dependiente de endotelio.

5. El desacoplamiento de la NOS por déficit de cofactor participa en el deterioro de
las relajaciones endotelio-dependiente asociado a la resistencia a la insulina en

aorta de rata.

6. El incremento del ADMA a nivel sistémico y/o vascular y la disminucién en la
expresion de la enzima DDAH-1 es uno de los mecanismos subyacentes en la
alteracion de la via de la L-arginina/ NO asociada a la resistencia a la insulina

tanto en vasos humanos como de rata.

7. El tratamiento agudo con L-arginina de los segmentos vasculares mejora la
relajacion endotelial tanto en humanos obesos mérbidos resistentes a la insulina
como en ratas resistentes a la insulina, probablemente por aumento de la

disponibilidad de L-arginina.
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8. La expresion de la isoforma arginasa-1 estd aumentada en sujetos obesos
morbidos resistentes a la insulina y contribuye a la disfuncion endotelial. El
tratamiento agudo con nor-NOHA, inhibidor de la arginasa, potencia la relajacion
endotelial. Estos resultados se confirman en ratas resistentes a la insulina, no

obesas.

9. La modulacién farmacoldgica de las vias de estrés oxidativo y de L-arginina/NO
podria constituir una estrategia para aliviar/paliar la disfuncién endotelial
asociada a la resistencia a la insulina y, por tanto, prevenir o retrasar la aparicion

de enfermedad cardiovascular.
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Abstract

Insulin resistance (IR) is frequently associated with endothelial dysfunction and has been
proposed to play a major role in cardiovascular disease (CVD). On the other hand, amylin has
long been related to IR. However the role of amylin in the vascular dysfunction associated to IR
is not well addressed. Therefore, the aim of the study was to assess the effect of acute treatment
with amylin on endothelium-dependent vasodilation of isolated mesenteric arteries from
control (CR) and insulin resistant (IRR) rats and to evaluate the possible mechanisms involved.
Five week-old male Wistar rats received 20% D-fructose dissolved in drinking water for 8 weeks
and were compared with age-matched CR. Plasmatic levels of glucose, insulin and amylin were
measured. Mesenteric microvessels were dissected and mounted in wire myographs to evaluate
endothelium-dependent vasodilation to acetylcholine. IRR displayed a significant increase in
plasmatic levels of glucose, insulin and amylin and reduced endothelium-dependent relaxation
when compared to CR. Acute treatment of mesenteric arteries with r-amylin (40 pM)
deteriorated endothelium-dependent responses in CR. Amylin-induced reduction of endothelial
responses was unaffected by the H,0, scavenger, catalase, but was prevented by the
extracellular superoxide scavenger, superoxide dismutase (SOD) or the NADPH oxidase inhibitor
(VAS2870). By opposite, amylin failed to further inhibit the impaired relaxation in mesenteric
arteries of IRR. SOD, or VAS2870, but not catalase, ameliorated the impairment of endothelium-
dependent relaxation in IRR. At concentrations present in insulin resistance conditions, amylin
impairs endothelium-dependent vasodilation in mircrovessels from rats with preserved vascular
function

Competing Interests: The authors have declared and low levels of endogenous amylin. In
IRR with established endothelial dysfunction and that no competing interests exist.
elevated levels of amylin, additional exposure to this peptide has no effect on endothelial
vasodilation. Increased superoxide generation through NADPH oxidase activity may be a
common link involved in the endothelial dysfunction associated to insulin resistance and to
amylin exposure in CR.

Introduction

Amylin, also named islet amyloid polypeptide (IAPP), is a 37 aminoacids peptide that is
cosecreted with insulin by the pancreatic B-cells in response to glucose, free fatty acid and food
intake [1,2]. Amylin plays a significant role in regulating energy balance by inhibiting food intake
and increasing energy expenditure [3,4]. However, infusion of amylin has been shown to cause
peripheral insulin resistance in dogs [5], an observation consistent with the fact that transgenic
rats for the human amylin gene display glucose dysregulation and insulin resistance [6]. An
association between insulin resistance and amylin is supported by studies showing elevated
levels of this hormone in patients with impaired glucose regulation [7] and in insulin resistant
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elderly women [8]. Furthermore, it has been suggested that the degree of insulin deficiency
generally correlates with the degree of amylin deficiency [9].

Impaired endothelial vasodilation is an early event that precedes the clinical manifestations
of vascular dysfunction, being the first step to cardiovascular disease (CVD) [10,11]. Insulin
resistance has been proposed to play a major role in CVD [12—-15]. This is probably related to the
impairment of endothelium-dependent vascular function associated with insulin resistance, an
alteration documented in different distrcits of human and animal vasculature [16—23]. In fact,
induction of insulin resistance by feeding rats with high fructose results in defective
endothelium-dependent relaxation in both macro- and microvessels [24,25], providing a well-
characterized model of endothelial dysfunction [26]. Although we have previously proposed that
amylin may interfere with endothelial vasodilation in rat arteries [27], the role of amylin in
vascular dysfunction associated with insulin resistance has not been addressed.

An increase in reactive oxygen species (ROS) has been implicated as an important mechanism
contributing to endothelial dysfunction and associated to insulin resistance related in part to
reduced nitric oxide bioavailability [28]. ROS are a heterogeneous chemical class that includes
radicals such as superoxide anion, and hydroxyl radicals, as well as, non radicals such as
hydrogen peroxide (H,0;) [29]. The major sources of ROS in vascular tissue are
membraneassociated NADPH oxidases [30]. However, no data are available concerning the role
of oxidative stress in the possible impact of acute amylin on endothelial dysfunction.

The aim of the present work was to analyze the effects of amylin on endothelial vasodilation
in mesenteric microvessels from control and insulin resistant rats and to determine the possible
mechanisms involved.

Methods Animals

Studies were performed in accordance with the Declaration of Helsinki and with the Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals, as adopted and promulgated by National Institutes of
Health, and were approved by the Ethics Committee for Animal Experimentation of the Hospital
Universitario de Getafe. All studies involving animals are reported in accordance with the ARRIVE
guidelines for reporting experiments involving animals [31]. Male Wistar rats from Harlan
Laboratories (Barcelona, Spain) were used in all studies. Rats were kept on a standard pellet
diet, tap water ad libitum and housed during the experimental period in a room under 12 hour
light/dark cycles.

Fructose-fed rats were used as a well characterized model of insulin-resistance (IRR) [32] that
has been previously validated by our group [33]. Fructose (20%) dissolved in drinking water was
administered to 5 weeks old rats for 8 weeks, at which time the rats developed endothelial
dysfunction, manifested by an impaired relaxation to acetylcholine, and insulin resistance as
confirmed by the significant increase in the Homeostasis Model Assessment of Insulin Resistance
(HOMA) score when compared to age matched rats [33]. In fact, similar fructose treatment
duration and post-natal age for starting the treatment are commonly adopted in studies using
this rat model [34-36]. Age-matched rats maintained in the same conditions but not receiving
fructose in drinking water were used as controls (CR).

Prior to experimental procedures, overnight-fasted rats were weighed and anesthetized with
diazepam (5 mg/kg) and ketamine (90 mg/kg). Then, blood samples were obtained via cardiac
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puncture and collected in anticoagulant-free tubes. Sera were obtained by centrifugation while
mesenteric fat pad including mesenteric vascular tree was removed in block for isolation of
mesenteric microvessels.

Biochemical determinations

Circulating levels of insulin (Mercodia AB, Sweden) and amylin (USCN Life Science Inc, USA) were
determined in serum by ELISA, following the manufacturer instructions. Serum glucose
concentrations were determined using a colorimetric commercial kit (Biolabo SA, Maizy,
France). All samples were assessed in duplicate.

Homeostasis Model Assessment of Insulin Resistance (HOMA-IR) index was calculated as
described by Mathews et al. (1985) [37] and normalized to the value obtained in control rats.

Measurement of vascular reactivity in isolated
mesenteric arteries

Second order mesenteric branches were mounted on a small vessel Mulvany myograph,
connected to a digital recorder (BIOPAC Systems, Inc. Santa Barbara, California, USA) for
measuring isometric tension, as previously described [38]. The experiments were performed in
Krebs Henseleit Solution, (KHS) which was composed of (mM): NaCl 115, CaCl, 2.5, KCI 4.6,
KH2P0O4 1.2, MgS0,.7H,0 1.2, NaHCOs 25, glucose 11.1, and Na;EDTA 0.03. The solution was
bubbled with a mixture of 95% O, and 5% CO, to maintain a pH of 7.4. The segments were
subjected to their optimal tension (90% of the tension equivalent to an intramural pressure of
100 mm Hg). After a 30 min equilibration period, vessels were exposed to 125 mM K* (KKHS;
equimolar substitution of KCl for NaCl in KHS) to check their functional integrity. After a washout
period, segments were contracted with 1-3 UM norepinephrine to obtain 80% of the maximal
contraction elicited by KKHS. Relaxations to acetylcholine were subsequently assessed by adding
increasing concentrations of the drug at 2-minutes intervals (final bath concentrations 1 nM to
10 uM). In order to evaluate the involvement of ROS generation in endothelial dysfunction
related to insulin resistance, the microvascular mesenteric segments were pretreated 30
minutes before ACh administration with the superoxide scavenger, the bovine copper-zinc
superoxide dismutase (SOD; 100 U/ml), with the H,0 scavenger catalase (600 U/ml) and with
the NADPH oxidase inhibitor (VAS 2870; 10 uM). For determining the role of ROS in the impact
caused by amylin on endothelial vasodilation, microarteries were preincubated for 20 minutes
with r-amylin, which was added 15 minutes after addition of SOD, catalase or VAS 2870 to the
organ bath. Experiments were systematically performed in a paired way, with parallel analysis
of control and treated segments from the same rat. Mesenteric arteries were obtained from a
total number of 14 CR and 20 IRR.

Chemicals

Drugs used were norepinephrine, acetylcholine chloride, bovine copper zinc CuZn SOD, bovine
catalase, VAS 2870 (all obtained from Sigma, St Louis, MO), and synthetic rat amylin (r-amylin)
(Bachem, Bubendorf, Switzerland). Drug solutions were made in distilled water, except
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norepinephrine, which was prepared in saline (0.9% NaCl) containing ascorbic acid (0.01%
wt/vol) to avoid oxidation and VAS2870 which was dissolved in dimethylsulfoxide (DMSO; final

con

centration 0.1%).

Statistical analysis

Results from numerical variables were expressed as meanSE. The number of rats (N) and the
number of vascular segments (n) used for relaxation curves are indicated in each graph.

Complete concentration-response (relaxation) curves were compared by two-factors ANOVA.
Values of pD; (which is defined as the negative logarithm of the concentration of ACh required
to obtain 50% of maximal relaxation) for each group (CR or IRR) and biochemical data were
statistically analyzed by unpaired t-test. In all cases, a probability value of less than 5% was
considered significant. Data were analyzed using version 20.0 of SPSS software (SPSS Corp,
Chigaco,IL).

Results Characterization of insulin resistant model
(hyperglycaemia, hyperinsulinemia)

Administration of D-fructose (20%) to the rats for 8 weeks resulted in non-significant overweight
and moderate but significant hyperglycemia when compared to control-matched rats (p< 0.05),
as indicated in Table 1. A marked hyperinsulinemia was also observed, since serum insulin levels
were significantly elevated (more than twofold) above the control in rats with insulin resistance
(p< 0.0001) (Table 1). The development of insulin resistance in fructose-fed was confirmed by
the significant increase in the HOMA score (7.3 + 1.2 fold increase; p<0.0001) when compared
to control rats.

In addition, a more than two fold increase in amylin concentration was observed in serum
from fructose-fed IR animals versus controls (45.96 + 6.32 vs 16.09 + 2.08; p = 0.0004) (Fig.
1A).

Table 1. Body weight, fasting glucose and insulin of animals.

Control rats (N = 15) Insulin resistant rats (N = 25)

Body weight (g) 343.4 +18.60 379.2 +9.87
Fasting glucose 65.7 £ 8.28 91.47 £5.39 *
(mg/dI)

Fasting insulin (pg/l) 3.08 £ 0.37 8.73£1.13 ***

Data are expressed as meanzSE. (N) is the number of rats used.
* p<0.05

*** p< 0.0001 vs control rats by two-tailed unpaired Student’s t-test.
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Fig 1. Impaired endothelium-dependent relaxation in insulin resistant rat model and systemic
amylin concentration. Panel A shows serum concentrations of amylin (pM) in over-night fasted
control (CR) and insulin resistant rats (IRR). Data are expressed as meanzSE. N indicates the
number of animals used for determinations. Samples were assessed in duplicate. p = 0.0004
versus CR by unpaired t-test. Panel B shows the relaxant response to acetylcholine (ACh; 1 nM
to 10 uM) in mesenteric arterial segments derived from CR and IRR. Data are expressed as
meaniSE of the remaining contraction induced by norepinephrine (NE). (n) is the number of
vascular segments used for each curve. *** p < 0.0001 versus CR by two-factors ANOVA.

Influence of insulin resistance on endothelium-
dependent relaxation and amylin levels

Acetylcholine (ACh; 1 nM to 30 uM) caused endothelium-dependent vasodilatations of rat
mesenteric arteries, which were significantly impaired in arteries from IRR when compared to
CR (Fig. 1B). The pD;values for ACh were 7.58+0.06 and 7.2910.06 (p = 0.0035) in CR and IRR
respectively.

Effect of acute amylin treatment on acetylcholine
induced relaxation of mesenteric arteries in control
and resistant rats

As shown in Fig. 2A, treatment of mesenteric arteries of CR with amylin, at a concentration (40
pM) similar to that observed in insulin resistant rats, significantly impaired
endotheliumdependent responses induced by ACh. However, in the IRR group that already
shows hyperamylinemia and an impaired vascular response to ACh, the preincubation with the
same concentration of amylin (40 pM) did not produce a further reduction of
endotheliumdependent vasodilation (Fig. 2B).
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Preincubation of mesenteric arteries with amylin (40 pM) did not change the basal tone of
vascular segments nor altered the contraction to NE in CR or IRR (99.22+ 3.56 vs 93.49+3.71%;
96.39+ 3.21% vs 96.46+ 3.44% for CR and IRR respectively).

NADPH oxidase- derived superoxide contributes to
endothelial dysfunction either induced by acute
amylin treatment in control rats or by insulin
resistance

To evaluate the participation of superoxide anion generation as a mechanism for amylin
inhibitory effect on ACh-induced vasodilations, mesenteric arteries were or not preincubated
with superoxide scavenger, superoxide dismutase (SOD, 100 U/ml) for 15 minutes before amylin
was added. The presence of SOD completely prevented the inhibitory effects of amylin on ACh
induced vasodilation in CR (Fig. 3A). In a similar way, to test the possible implication of the non
free radical ROS, H,0,, microarteries derived from CR were preincubated with catalase

A 1004
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Fig 2. Acute treatment with amylin impairs endothelium-dependent vasodilation only in
mesenteric arteries from control rats. Effects of preincubation with r-amylin (40 pM) on
endothelium-dependent vasodilation elicited by acetylcholine (ACh; 1 nM to 10 uM) in isolated
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mesenteric arteries from control rats (CR) (A), and from insulin resistant rats (IRR) (B). Data are
expressed as meanzSE of the remaining contraction induced by norepinephrine (NE). n indicates
the number of vascular segments used for determinations. *** Indicates p < 0.0001 versus CR
by two-factors ANOVA.

(600 U/ml), a scavenger of H,0,. Catalase was not able to reverse the impairment of AChinduced
vascular responses caused by amylin acute treatment (Fig. 3B). With respect to the possible
sources of superoxide production, the role of NADPH oxidase, was analyzed.

Acute treatment of mesenteric arteries of CR with the NADPH oxidase selective inhibitor, VAS
2870 (10 uM) for 15 minutes before amylin was added to the organ bath fully prevented the
inhibitory effect of amylin on the relaxations induced by ACh (Fig. 3C).

None of these treatments modified the vasodilation induced by ACh in mesenteric arteries of
CR (pDa: 7.41% 0.15 vs. 7.56+ 0.15; 8.03+ 0.20 vs. 7.82+ 0.15) for SOD, and VAS 2870,
respectively) (Fig. 4A and 4B).

In mesenteric arteries derived from IRR, while treatment with catalase did not modify
AChinduced vasodilation (Fig. 5B), superoxide scavenging with the extracellular detoxifying
enzyme SOD (100 U/ml) significantly improved responses elicited by ACh (Fig. 5A). In
microarteries precontracted with NE, the pretreatment with VAS 2870 also ameliorated the
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Fig 3. NADPH derived superoxide is involved in the endothelial dysfunction induced by acute
amylin treatment in mesenteric arteries of control rats. The impact of the superoxide scavenger,
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superoxide dismutase (SOD, 100 U/ml) (A), and the hydrogen peroxide (H.0,) scavenger
(catalase, 600 U/ ml) (B) on the effects of acute r-amylin treatment (40 pM) on endothelium-
dependent relaxation induced by acetylcholine (ACh; 1 nM to 10 uM) in isolated mesenteric
arteries from control rats (CR) is shown. The influence of the NADPH oxidase inhibitor, VAS 2870
(10 uM) on relaxant response elicited by acetylcholine (ACh; 1 nM to 10 uM) in mesenteric
arteries from CR exposed to acute amylin (Panel C) is also reported. (n) Indicates the number of
vascular segments used for determinations. Data are expressed as meanzSE of the remaining
contraction induced by norepinephrine (NE). ** Indicates p < 0.001; *** Indicates p < 0.0001
versus CR, t17 indicates p < 0.0001 versus CR plus amylin (40 pM) by two-factors ANOVA test.

endothelium-dependent vasodilation induced by ACh (Fig. 5C). By opposite, the improving effect
induced by SOD, or VAS 2870 was not altered by the additional presence of amylin (40 pM) in
mesenteric arteries from IRR (data not shown).

Discussion

The present results suggest that elevated levels of amylin could contribute to the impairment of
endothelium-dependent vasodilation observed in insulin resistance through generation of
superoxide anions. This is based on the fact that the impairment of endothelial vasodilation in
mesenteric microarteries from insulin resistant rats is associated with increased concentration
of serum amylin. When similar concentrations of this peptide are added to vessels from control
rats, defective endothelium-dependent vasodilation develops but not when added to the vessels
from insulin resistant rats. Amylin-induced effects in arteries from control rats are reversed by
detoxifying superoxide anions or by inhibiting superoxide production by NADPH oxidase.
Improvement of endothelial vasodilation in vessels from insulin resistant rats is accomplished
by scavenging superoxide even in the absence of exogenously added amylin.
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Fig 4. Superoxide scavenging and NADPH inhibition failed to modify endothelium-dependent
vasodilation elicited by acetylcholine in control rats in the absence of amylin. The impact of the
superoxide scavenger, superoxide dismutase (SOD, 100 U/ml) (A), and the NADPH oxidase
inhibitor (VAS 2870, 10 uM) (B) on endothelium-dependent relaxation induced by acetylcholine
(ACh; 1 nM to 10 uM) in isolated mesenteric arteries from control rats (CR) is reported. (n)
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Indicates the number of vascular segments used for determinations. Data are expressed as
mean1SE of the remaining contraction induced by norepinephrine (NE).

Fructose-fed rats represent a well- characterized model of insulin resistance [33,26], which is
confirmed by the presence of mild hyperglycemia and marked hyperinsulinemia in our
experimental setting. Furthermore, HOMA score, commonly used as an index of insulin
resistance, was notably increased in 8 week fructose fed animals when compared to control
matched rats. We also found more than twofold increase in serum amylin concentrations in
insulin resistant rats. This finding is consistent with the increased levels of amylin detected in
humans under insulin resistance conditions such as impaired glucose regulation, type 2 diabetes
[7] and polycystic ovary syndrome [39]. The alteration of metabolic hormones levels is
associated with a significant impairment of endothelium-dependent relaxation in mesenteric
arteries from these rats when compared to control, non-insulin resistant, rats. This is in
agreement with previous studies reporting reduced endothelium-dependent vasodilation in
fructose-fed rats and other rat models of insulin resistance [24,25,40].

To ascertain if high concentrations of amylin could contribute to the endothelial impairment
observed in IRR, mesenteric arteries from control rats were exposed to amylin at concentrations
(40 pM) similar to those reached in serum from IRR (~46 pM). At such concentration, amylin
caused an impairment of endothelial vasodilation, suggesting that the presence of high levels of
amylin could account for the defective endothelial vasodilation in microvasculature of IRR. This
observation is consistent with previous results showing the capacity of exogenously added
amylin to impair endothelium-dependent relaxation of rat aorta and mesenteric arteries [27].
Former reports had suggested a vasodilatory capacity of amylin but these studies were carried
out with concentrations of amylin largely above those achievable in plasma, even in insulin
resistance, an effect related to its agonistic activity on calcitonin generelated peptide (CGRP) at
such elevated concentrations [41,42], that does not seem to be mediated by NO or the
endothelium [43].

The lack of further impairment of endothelium-dependent vasodilation in mesenteric arteries
from IRR when exposed to 40 pM amylin supports the hypothesis of a contribution of increased
amylin to endothelial impairment in insulin resistance. In other words, if high amylin is
interfering with endothelial vasodilation in these animals, the addition of exogenous amylin
does not exert additional effects, as it could be expected if a different mechanism was
responsible.
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Fig 5. NADPH is the principal source of superoxide anion involved in the endothelial dysfunction
associated to insulin resistance. The improving effects of preincubation with the superoxide
scavenger, superoxide dismutase (SOD, 100 U/ml) (A) or with the NADPH oxidase inhibitor (VAS
2870; 10 uM) (C) on vasodilation elicited by acetylcholine (ACh; 1 nM to 10 uM) in mesenteric
arteries of insulin resistant rats (IRR). Panel B shows the lack of effect obtained when vessels
of IRR rats were preincubated with the hydrogen peroxide (H.0:) scavenger (catalase, 600
U/ml). (n) Indicates the number of vascular segments used for determinations. Data are

expressed as meanzSE of the remaining contraction induced by norepinephrine (NE). +++
Indicates p < 0.0001 versus IRR by two-factors ANOVA test.

It has been proposed that amylin causes cardiac dysfunction in insulin resistance as suggested
by the increased deposition of amylin in failing hearts from obese and type 2 diabetic patients
[44]. This association is supported by the fact that overexpression of human amylin causes
cardiac dysfunction in rats through deposition of amylin oligomers [44]. Although we cannot
entirely discard the formation of oligomers of amylin when added to microvessels in our study,
this mechanism is not likely responsible for the impairment of endothelial vasodilation driven
by amylin since we have used rat amylin that is considered not to be amyloidogenic [45].

The deleterious effect of amylin on endothelial vasodilation of rat mesenteric arteries
probably involves generation of superoxide anions by NADPH oxidase, as suggested by the
preventive actions of the extracellular superoxide scavenger, SOD and the NADPH oxidase
inhibitor, VAS2870. The possible implication of the non free radical ROS, H,0,, in the impairment
of endothelial vasodilation induced by amylin is unlikely since catalase, that breakdowns H,0,,
had no effect on defective vasodilation caused by amylin. Therefore, this observation reinforces
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our conclusion with respect to superoxide anion generated by NADPH oxidase as the principal
culprit of endothelial dysfunction associated to amylin acute treatment. Although this finding
has been obtained with non-amyloidogenic rat amylin, some evidences suggest an association
between deposition of amyoloidogenic human amylin and increased oxidative stress levels.

Indeed, inhibition of amyloid formation prevented the induction of oxidative stress in human
islet amyloid polypeptide transgenic mouse islets in culture [46].

It is of importance to point out that there are no data in literature providing the possible
mechanisms underlying the defective responses induced by acute amylin treatment in isolated
mesenteric arteries derived from animals with preserved endothelial function.

Similarly to the mechanism driven by acute amylin in CR, superoxide generation rather than
H,0; is involved in the impairment of endothelial vasodilation in IRR since the treatment of
mesenteric arteries from these animals with SOD, significantly improved endothelial responses
while catalase failed to do so. Previous data in mild pre-diabetic insulin resistant mice proposed
that blunted vasorelaxation responses to ACh arise secondary to an increase in endothelial cell
production of ROS. Furthermore, the impaired endothelium mediated relaxation of aortic
segments in these animals was restored by a SOD mimetic [47].

In vascular tissue, the membrane-associated NADPH oxidase accounts for the majority of
superoxide generation favoring the production of ROS [30]. In our experimental model of insulin
resistance, VAS 2870 preincubation improved ACh-induced vasodilation in mesenteric arteries
of fructose fed rats. Although limited evidences suggests off-target activities by the NADPH
oxidase inhibitor, VAS2870 [48], it should be noted that most of scientific evidences point to
VAS2870 as displaying consistent specificity to inhibit NADPH oxidase [49,50]. Thus, VAS2870-
induced effects are consistent with available data in which an improvement of endothelial
dysfunction was observed by specifically targeting NADPH oxidase in insulin resistant mice [51].
Taken as a whole, all these facts suggest that a common mechanism contributes to endothelial
dysfunction caused by insulin resistance in mesenteric microvessels and the endothelial
dysfunction induced by increasing concentrations of amylin to pathological levels in mesenteric
arteries from healthy rats. In fact, defective NO-mediated responses are responsible for the
impairment of endothelium-dependent relaxation caused by amylin in aorta of CR [27], a
mechanism also involved in the endothelial dysfunction detected in aorta from IRR [33]. This
suggests that reduction of NO availability caused by NADPH oxidase stimulation by amylin excess
or insulin resistance could compromise endothelial vasodilation in rat vasculature.

In conclusion, amylin impairs vasorelaxant responses in isolated mesenteric arteries only
when endothelial function is preserved and endogenous amylin is not elevated. In the presence
of insulin resistance, characterized of defective relaxant response to acetylcholine and
hyperamylinemia, exogenously added amylin has no effect. One potential mechanism
implicated in the endothelial dysfunction associated to amylin increase is related to superoxide
generation by means of the NADPH oxidase system a mechanism also contributing to
endothelial dysfunction in insulin resistance and hyperamylinemic conditions.
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Asymmetric dimethylarginine (ADMA) elevation and
arginase up-regulation contribute to endothelial
dysfunction related to insulin resistance in rats and
morbidly obese humans
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Keypoints

The presence of insulin resistance (IR) is determinant for endothelial dysfunction
associated with obesity.

Although recent studies have implicated the involvement of mitochondrial superoxide
and inflammation in the defective nitric oxide (NO)-mediated responses and
subsequent endothelial dysfunction in IR, other mechanisms could compromise this
pathway.
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In the present study, we assessed the role of asymmetric dimethylarginine (ADMA)
andarginase with respect to IR-induced impairment of endothelium-dependent
vasodilatation in human morbid obesity and in a non-obese rat model of IR.

We show that both increased ADMA and up-regulated arginase are determinant factors
in the alteration of the L-arginine/NO pathway associated with IR in both models and
also that acute treatment of arteries with arginase inhibitor or with t-arginine
significantly alleviate endothelial dysfunction.

These results help to expand our knowledge regarding the mechanisms of endothelial

dysfunction that are related to obesity and IR and establish potential therapeutic
targets for intervention.
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Abstract Insulin resistance (IR) is determinant for endothelial dysfunction in human
obesity. Although we have previously reported the involvement of mitochondrial
superoxide and inflammation, other mechanisms could compromise NO-mediated
responses in IR. We evaluated the role of the endogenous NOS inhibitor asymmetric
dimethylarginine (ADMA) and arginase with respect to IR-induced impairment of L-
arginine/NO-mediated vasodilatation in human morbid obesity and in a non-obese rat
model of IR. Bradykinin-induced vasodilatation was evaluated in microarteries derived
from insulin-resistant morbidly obese (IR-MO) and non-insulin-resistantMO(NIR-MO)
subjects. Defective endothelia Ivasodilatation in IR-MO was improved by L-arginine
supplementation. Increased levels of ADMA were detected in serum and adipose tissue
from IR-MO. Serum ADMA positively correlated with IR score and negatively with pD; for
bradykinin. Gene expression determination by RT-PCR revealed not only the decreased
expression of ADMA degrading enzyme dimethylarginine dimethylaminohydrolase
(DDAH)1/2 in IR-MO microarteries, but also increased expression of arginase-2. Arginase
inhibition improved endothelial vasodilatation in IR-MO. Analysis of endothelial
vasodilatation in a non-obese IR model (fructose-fed rat) confirmed an elevation of
circulating and aortic ADMA concentrations, as well as reduced DDAH aortic content and
increased aortic arginase activity in IR. Improvement of endothelial vasodilatation in IR rats
by L-arginine supplementation and arginase inhibition provided functional corroboration.
These results demonstrate that increased ADMA and up-regulated arginase contribute to
endothelial dysfunction as determined by the presence of IR in human obesity, most
probably by compromising arginine availability. The results provide novel insights
regarding the mechanisms of endothelial dysfunction related to obesity and IR and
establish potential therapeutic targets for intervention.

(Received 6 November 2015; accepted after revision 18 January 2016; first published online 3
February 2016) Correspondingauthor L. Rodr’iguez-Manas: Servicio de Geriatr™ 1a del Hospital
Universitario de Getafe, Ctra de Toledo km 12,500, 28905 Getafe, Spain. Email:
leocadio.rodriguez@salud.madrid.org

Abbreviations ADMA, asymmetric dimethylarginine; CR, control rat; CRP, C-reactive protein;
CVD, cardiovascular disease; DDAH, dimethylarginine dimethylaminohydrolase; eNOS,
endothelial NO synthase; HOMA-IR, homeostasis model assessment of insulin resistance; IR,
insulin resistance; IRR, insulin-resistant rat; MO, morbidly obese; NIR, non-insulin-resistant; nor-
NOHA, N,—hydroxyl-nor-L-arginine; SNP, sodium nitroprusside.
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Introduction

Obesity, one of the major public health problems, is
an important risk factor for the development of
cardiovascular disease (CVD) (Burke et al. 2008).
Insulin resistance (IR) has been proposed as the link
between obesity and CVD (Reaven, 2011). Indeed, we
have recently revealed the determinant role of IR in
endothelial

the presence of dysfunction, as

manifested by impaired endothelium-dependent
vasodilatation, in morbidly obese (MO) individuals (El

Assar et al. 2013).

IR is a pathological situation that, in addition to
predicting type 2 diabetes, represents an important
risk factor for CVD (Reaven, 2012). This is probably
related to the impact of IR on endothelial
vasodilatation because a defective response has been
detected in different vascular beds in humans with
this condition (Suzuki et al. 2007; Fujii et al. 2008).
Furthermore, in animal models, the induction of IR by
feeding rats with high levels of fructose results in
impaired endothelium-dependent relaxation in both
macro- and microvessels (Katakam et al. 1999; El Assar
et al. 2015c), providing a well-characterized model of

endothelial dysfunction.

We have previously shown that, among the

potential mechanisms explaining the endothelial
dysfunction determined by the presence of IR in
morbid obesity, the impairment of nitric oxide (NO)-
mediated vasodilatation is highly relevant. We have
demonstrated the involvement of both mitochondria-

generated superoxide anion and inflammation in the

161

ANexo 2 [

defective NO-mediated responses associated with the
insulin-resistant condition (El Assar et al. 2013; El
Assar et al. 2015a). However, it is noteworthy that, in
addition to the above mentioned mechanisms, other
mechanisms may compromise NO-responses and

therefore remain to be explored.

The endothelium-derived NO is produced from the
substrate L-arginine by endothelial NO synthase

(eNOS).

Even though L-arginine is the main precursor of NO,
the regulation of NO production is multifactorial and
is not limited by circulating L-arginine but, instead, by
intracellular substrate and co-factor availability, NOS
and NOS

activation, inhibition by endogenous

analogues of L-arginine, such as asymmetric
dimethylarginine (ADMA) (Vallance et al. 1992). An
increase in ADMA could lead to impaired NO
bioavailability and vascular dysfunction (Anderssohn
et al. 2010). In line with this, evidence has been
obtained showing increased ADMA levels in different
clinical settings associated with the appearance and
progression of vascular disease, such as in essential
hypertension, diabetes mellitus and insulin resistance
(IR) (Stuhlinger et al. 2002; Das et al. 2011). Moreover,
the endogenous production of ADMA has been
proposed as an explanation for the ‘L-arginine
paradox’. Indeed, exogenous supplementation of L-
arginine was observed to increase NO production
both in vivo and in vitro. This occurs despite the
presence of a baseline concentration of L-arginine
sufficient to saturate NOS (Boger, 2004). Therefore,
endogenous

the presence of an competitive



antagonist, such as ADMA, at the active site of the
enzyme might provide a satisfactory explanation for

this phenomenon (Caplin & Leiper, 2012).

The vast majority of ADMA is removed by enzymatic
degradation by dimethylarginine-
dimethylaminohydrolase (DDAH). The two DDAH
isoforms, DDAH1 and DDAH2, share similar enzymatic
activity but have distinct vascular distributions (Leiper
et al. 1999). Nonetheless, heterozygous deletion
studies suggest that DDAH1 is the primary isoform
responsible for ADMA degradation in the vascular
endothelium and it appears to play a role in
endothelial function in vivo (Hu et al. 2009). A recent
study showed that insulin-resistant rats (IRRs) exhibit
not only a reduction in DDAH activity and aortic
expression of DDAH1, but also an increase in plasma
ADMA levels (Chen et al. 2012). Accordingly, elevated
circulating ADMA concentrations were shown to
beassociatedwithlRinpatientsunderdifferentcondition
s (Perticone et al. 2010), including obesity (Marliss et
al. 2006). However, the relationship between ADMA
and endothelial function in subjects with IR is not
completely established. An inverse association
between forearm blood flow and serum ADMA levels
has been reported in both hypertensive subjects and
newly diagnosed type 2 diabetic patients (Perticone et
al. 2005; Sciacqua et al. 2012), whereas no significant
correlation between ADMA and NO production has
been detected in other studies (Kocak et al. 2011;

Siervo & Bluck, 2012). Furthermore, the improvement

of endothelial function after weight loss in obese
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subjects appears to be independent of ADMA

reduction (Rudofsky et al. 2011).

By contrast, a reduced availability of L-arginine for
NO synthesis is determined, among other factors, by
the activity of alternative pathways of L-arginine
metabolism, such as the action of arginases. Arginase,
including type 1 and type 2 isoforms, competes
directly with eNOS for L-arginine. Both arginase
isoforms are expressed in endothelial cells and display
similar roles with respect to the negative regulation of
eNOS function (Yang & Ming, 2013). Therefore, an
increase in arginase activity can decrease the
tissue/cellular content of L-arginine available to eNOS,
thus limiting NO production (Durante et al. 2007). In
this sense, sustained arginase inhibition ameliorates
hypertension in fructose-fed rats via its direct effect
on endothelium-dependent relaxation and NO
generation (El-Bassossy et al. 2013). Furthermore,
recent studies demonstrate that genetic ablation of
arginase-2 in mice fed a high-fat diet reduces
atherosclerosis and improve insulin sensitivity (Ming

et al. 2012), and also preserves the endothelium-

dependent relaxation of the aorta (Yu et al. 2014).

The present study aimed to test the hypothesis that

IR results in elevated ADMA concentrations and/or

increased  arginase  activity/expression. Both
alterations will compromise the L-arginine/NO
pathway, subsequently leading to impaired
endothelial vasodilatation. We assessed this

hypothesis in human obese subjects with or without
IR in a non-obese rat model of IR by determining the

presence of ADMA/arginase enhancement by IR, as



well as by evaluating the effects of arginine

supplementation and arginase inhibition on
endothelial vasodilatation in arteries from humans

and rats with IR.

Methods

Ethical approval

The study conducted in humans was approved by both
the Ethics Committee and Research Committee of the
Hospital Universitario de Getafe. Studies conducted in
animals were performed in accordance with the
Declaration of Helsinki and the Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals, as adopted and
promulgated by National Institutes of Health, and
were approved by the Ethics Committee for Animal

Experimentation of the Hospital Universitario de

Getafe

Study population

The present study included 41 MO subjects with a

body mass index 40 kg m—2 and aged between 26 and

65 years, who underwent bariatric surgery in the
Hospital Universitario de Getafe with mixed
techniques combining Roux-en-Y gastric bypass,
vertical sleeve gastrectomy and adjustable gastric
banding. Subjects with history or clinical evidence of
CVD (congestive heart failure; cardiac and/or
cerebrovascular ischaemic disease) were excluded,
those with

although this did not include

cardiovascular risk factors such as type 2 diabetes,
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hypertension, dyslipidaemia or smoking. In addition,
subjects with pre-existing kidney and liver failure,
pregnancy, use of corticosteroids from 4 weeks before
surgery, coeliac or Crohn’s disease, or another major
cause of intestinal malabsorption and
malnourishment, were excluded. Written informed
obtained from all

consent was subjects who

participated in the study.

IR was estimated by calculating the validated index
for homeostasis model assessment of IR (HOMA-IR)
(Wallace et al. 2004). MO subjects were distributed
into two groups according to the HOMA-IR score:
noninsulin-resistant (NIR) (HOMA-IR < 3.8; n=14) and
insulin-resistant (IR) (HOMA-IR 3.8; n = 27). The cut-off
point was previously defined for a
Spanish population corresponding to the 90th
in non-diabetic adult

percentile HOMA-IR value

subjects (Ascaso et al. 2001).

Blood samples were obtained by venipuncture from
overnight fasting patients and collected in tubes free
of anti-coagulant for serum isolation or with EDTA as
an anti-coagulant for plasma extraction. Plasma and
serum were obtained by centrifugation and then

stored at -802C until determinations were made.

Animal model for IR

To support the results obtained in human beings and
to confirm that they are determined by the presence
of IR but not any other potential mechanisms existing

in individuals with morbidobesity, we evaluated



comparable determinations in a model of IR in

absence of obesity: the fructose-fed rat.

A total of twenty male Sprague—Dawley rats from
Harlan Laboratories (Barcelona, Spain) were used.
Rats were kept in a room under 12:12 h light/dark
cycles and with free access to chow and water.
Fructose-fed rats were used as a well-characterized
model of IRRs that has been validated previously (El
Assar et al. 2015b; El Assar et al. 2015c). Four- to 5-
week-old rats were fed with fructose (20% w/v) in
drinking water for 8 weeks. At that time, the rats
developed endothelial dysfunction, as manifested by
an impaired ACh-induced relaxation, as well as IR as
confirmed by the significant increase in the HOMA
index compared to age-matched rats (El Assar et al.
2015b; El Assar et al. 2015c). Age-matched rats
maintained under the same conditions but not
receiving fructose in drinking water were used as

control rats (CR).

Overnight-fasted rats were weighed and
anaesthetized with diazepam (5 mg kg-1) and
ketamine (90 mg kg—1). Blood samples were obtained
via cardiac puncture and collected in anti-coagulant-
free tubes and in EDTA-tubes for sera or plasma
extraction for biochemical measurements. Sera and
plasma were obtained by centrifugation and stored at
-802C until determinations were made. Immediately
after blood collection, the mesenteric fat pad was
removed in block for isolation of mesenteric
microvessels and the thoracic aorta was carefully

excised.
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Biochemical measurements

Blood samples were collected from MO subjects for
measurement of serum fasting glucose, glycosylated
haemoglobin (HbA1C), serum fasting insulin, serum
lipid profile and C-reactive protein (CRP) in
accordance with the routine procedures of the
Laboratory of Clinical Analyses of our hospital. HOMA-
IR was calculated as described by Matthews et al.
(1985). Circulating levels of insulin were determined
in the serum of overnight fasting rats by an enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) (Mercodia AB,
accordance with the

Uppsala, Sweden) in

manufacturer’s  instructions.  Serum  glucose
concentrations were determined using a colorimetric
commercial kit (Biolabo SA, Maizy, France). HOMA-IR,
calculated as described above, was normalized to the
value obtained in CR. All samples were assessed in

duplicate.

Evaluation of vascular
relaxation in isolated human
microarteries

Small arteries (200500 um, 2 mm in length) were
isolated from visceral fat obtained from MO subjects
during laparoscopic surgery and placed in a Petri dish
containing Krebs—Henseleit solution (KHS;
composition in mM: 115 NaCl, 2.5 CaCl2, 4.6 KCl, 1.2
KH2PO4, 1.2 MgS04.7H20, 25 NaHCO03, 11.1 glucose

and 0.03 Na2EDTA). The arteries were cleaned, and




mounted as ring preparations on small vessel wire
myographs containing KHS at 372C continuously
aerated with 95% 02-5% CO2 mixture, which gave a
pH of 7.4, as described previously (Rodriguez-Manas™
et al. 2009; El Assar et al. 2013). Briefly, resting tension
was calculated to obtain an internal circumference
equivalent to 90% of the tension of the vessels when
relaxed in situ under a transmural pressure of 100
mmHg, using Myo-Norm-4 (Cibertec, Madrid, Spain).
Tension was continuously recorded via a data
acquisition system (MP100A BIOPAC System; Biopac,
Santa Barbara, CA, USA). To test for viability, arteries
were allowed to stabilize for 30 min and then exposed
to 125 mM K+ (KKHS; equimolar substitution of KCl for
NaCl in KHS). The segments failing to produce a
tension equivalent to a pressure of 100 mmHg were
rejected. After a washout period, the arteries were
contracted again with 25 mM K+, which produced 80%
of the maximum response. When the contraction
reached a

plateau, endothelium-dependent

relaxation was assessed by adding increasing
concentrations of bradykinin (BK) (10 nM to 3 uM) to
the organ bath. Responses to sodium nitroprusside
(SNP; 1 nM to 100 pM) were used to test non-

endothelium-dependent relaxation.

Determination of endothelium-
dependent vasodilator
responses in macro- and
microvessels of rats

Smallmesentericarteries(200-500um,2mminlength)

and thoracic aorta rings (4-5 mm in length) were set
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up in wire myographs and organ baths, respectively,
containing KHS at 372C bubbled with 95% 02-5% CO2
mixture, in accordance with methods described
previously (Rodr’iguez-Manas”™ et al. 2003; Angulo et
al. 1996). Tension was continuously recorded via a
data acquisition system (MP100A BIOPAC System).
For studying the vasodilator response of the
mesenteric arteries and aorta, rings were first
precontracted with norepinephrine (1-3 uM and 10-
30 nM for mesenteric arteries and aorta,
respectively). When a stable plateau was reached,
increasing concentrations of ACh (final bath
concentrations: 1 nM to 10 uM for mesenteric
arteries; 10 nM to 10 uM for aorta) were added to the
organ chamber and vasodilatory responses were
determined. Responses to SNP (1 nM to 100 uM) were

used to test-non-endothelium-dependent relaxation.

Evaluation of the effect of L-
arginine and arginase inhibition
on vascular responses

To test the possible involvement of a diminished
concentration/availability of NOS substrate with
respect to the endothelial dysfunction related to IR in
both experimental approaches, arterial segments
were pretreated 30 min before BK or ACh
administration with L-arginine (300 uM). In another
series of experiments, the contribution of arginase to
the defective relaxation associated with IR was
determined by incubating vascular segments with the
arginase inhibitor, Nw—hydroxyl-nor-L-arginine (nor-

NOHA) (10 uM) for 30 min.



The experiments were systematically performed in
parallel for each series of experiments and the
treatments with L-arginine or arginase inhibitor were
randomly assigned to different segments from the

same donor.

Determination of arginine,
ADMA and DDAH1 content

Arginine was determined in plasma, whereas ADMA
levels were measured in sera and visceral adipose
tissue extract derived from human MO subjects.
Levels of ADMA and arginine were determined in
serum or plasma respectively, as well as in aortic
homogenates of rats. The DDAH1 concentration was
evaluated in the aortic tissue of animals. The
measured concentrations of ADMA, arginine and
DDAH1 evaluated in tissues (visceral adipose tissue or
aortic rings) were normalized to the protein content
(mg) of each visceral adipose tissue or aortic ring. All
determinations, both in sera and tissue samples, were
performed using the respective colorimetric ELISA kits
(USCN Life Science Inc., Houston, TX, USA) in
accordance with the manufacturer’s instructions. For
each determination,

samples were assessed in

duplicate.

Determination of aortic
arginase activity

Arginaseactivityintheaortictissuelysatewasmeasured
by colorimetric determinations of an intermediate
product formed from the arginase reaction with

arginine in accordance with the manufacturer’s
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instructions of a commercially available kit (#
ab180877; Abcam, Cambridge, UK). All tissue samples
were assessed in duplicate and measured at 570 nm
in kinetic mode for 30 min at 372C using a GENios Plus
instrument (TECAN, Mannedorf, Switzerland). The
measured activities were” normalized to protein

content (mg) of each aortic ring.

Real-time PCR

Total RNA was isolated from human visceral arteries
with RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen, Valancia, CA, USA).

The concentration and purity of RNA recovery were

determined by spectrophotometry  (ND-100
spectrophotometer; Nanodrop Technology,
Montchanin, DE, USA). First-strand cDNA was

synthesized from 250 ng of RNA using the Transcriptor
First Strand cDNASynthesisKit (Roche Diagnostics,
Barcelona, Spain) in accordance with the
manufacturer’s instructions. In total, 25 ng of cDNA
was amplified by using TagMan Gene Expression

Master Mix and TagMan

Gene Expression Assays (Life Technologies, Paisley,
UK) with inventoried probes for eNOS (Hs00167166
m1), DDAH1 (Hs00201707 m1), DDAH2 (Hs00203889
m1), arginase-2 (Hs00982833 m1) and human GAPDH
(4326317). PCR reactions (12 pl) were performed in
duplicate on the 7500 Fast Real Time PCR System (Life
Technologies) in accordance with the manufacturer’s
instructions. Transcript levels were normalized to
GAPDH Relative

(used as a reference gene).



expression levels were determined using the

comparative Ct method [2-ddCt].

Chemicals

All drugs used were purchased from Sigma (Sigma, St
Louis, MO, USA), except for nor-NOHA, which was
obtained from Cayman Chemicals (Ann Arbor, M,
USA). Drug solutions were made in distilled water,
except norepinephrine, which was prepared in

saline(0.9%NacCl) containing ascorbic acid (0.01% w/v)

to avoid oxidation.

Statistical analysis

Categorical variables were analysed by the chi-
squared test. Results from numerical variables are
expressed as the mean + SE. The number of
subjects/animals (N) or the number of vascular
segments (n) used for relaxation curves is indicated as
appropriate.  Complete  concentration—response
curves to BK or to ACh in vessels from the participants
and animals, respectively, were compared by two-way
ANOVA. pD2 (which is defined as the negative
logarithm of the concentration of vasodilator required
to obtain 50% of maximal relaxation) and the
numerical variables for each subject/animal were
compared using an unpaired Student’s t test. Models
of linear regression were constructed, with the pD2
considered as the dependent variable. In all cases, P <
0.05 was considered statistically significant. Data were
analysed using SPSS, version 21.0 (IBM Corp., Armonk,

NY, USA).
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Results

Humans

Impaired endothelial vasodilatation related to IR in
human morbid obesity: improvement by L-arginine.
Insulin-resistant morbidly obese (IR-MO) subjects
showed higher concentrations of fasting glucose,
insulin and CRP, as well as notably elevated HOMA-IR,
total high and low-

where as cholesterol,

densitylipoprotein cholesterol levels were lower
compared to the non-insulin-resistant morbidly obese
(NIR-MO) group (Table 1). Comorbid conditions and
the treatments received by the patients at the time of
surgery are also shown in Table 1. As expected, the
proportion of diabetes mellitus was significantly
higher in IR-MO subjects.

Small mesenteric arteries derived from IR-MO
subjects showed a clear reduction in the endothelium-
mediated vasodilatation induced by BK compared to
the NIR-MO group (Fig. 1A). To avoid a possible
potential bias as a result of a comparison of the
vascular segment-derived responses instead of
comparing the response in subjects, we assessed the
differences between the pD2 values for BK averaged
from all vascular segments from each subject by group
(NIR-MO and IR-MO). This approach yielded results
very similar to those observed when we analysed the
response of the vessels (pD2 values: 7.40 + 0.14 vs.
6.452£0.19forNIR-MOandIR-MO subjects, respectively;

P =0.001). Furthermore, the vasorelaxant response to




BK in microarteries derived from MO subjects
decreased as the HOMA-IR index increased, with a
clear correlation between the HOMA-IR index and the
BK pD2 values (r = 0.397; P = 0.01). Furthermore,
factors studied,

among all only HOMA-IR was

associated with BK pD2 values.

Comparable differences in endothelial
vasodilatation between NIR-MO and IR-MO groups
were observed after excluding males from both
groups (pD2 for BK after excluding male subjects: 7.42
+0.15 vs. 6.60 + 0.26, P = 0.014), and after excluding
diabetic patients from IR-MO group (pD2 values were
7.40 £ 0.14 vs. 6.50 £ 0.24 for NIR-MO and IR-MO
subjects, respectively; P = 0.002). No statistically
significant differences were found in the non-
endothelium-dependent vasodilatations induced by
SNP in microarteries from IR-MO subjects compared
to NIR-MO subjects (pD2 4.95 £ 0.25 vs. 5.10 £ 0.30 for
NIR-MO and IR-MO subjects, respectively; not
significant).

A diminished concentration/availability of nitric
oxide precursor, L-arginine, was tested as a possible
mechanism underlying the altered vascular relaxation
associated with the presence of IR status. Although
plasma concentrations of arginine did not differ
between insulin-resistant and insulin-sensitive MO
subjects (Fig. 1B), incubating vascular segments with
L-arginine (300 pM) resulted in a marked
improvement in endothelial vasodilatation in IR-MO
subjects (Fig. 1D), whereas it had no effect on
microarteries derived from the NIR-MO group (Fig.
1C).

168

ANexo 2 [

The presence of IR is associated with increased
concentrations of systemic and tissue ADMA in
morbidly obese subjects. Serum (Fig. 2A) and visceral
adipose tissue extract (Fig. 2B) levels of ADMA derived
from MO subjects were significantly increased in
those who were insulin-resistant compared to NIR-
MO subjects (P < 0.05). Furthermore, mRNA
expression of both isoforms of the key enzyme of
ADMA catabolism (DDAH-1 and DDAH-2) was
significantly diminished in human microvessels in the
IR condition, whereas no significant differences were
detected in eNOS expression between IR-MO and NIR-

MO subijects (Fig. 2C)

In addition, serum ADMA concentrations were
positively correlated with HOMA-IR score and
inversely correlated with endothelial vasodilatation

capacity measured as BK pD2 values (Fig. 2D and E)

Arginase contributes to
endothelial dysfunction
associated with IR in human
morbid obesity.

Arginase, a L-arginine catabolizing enzyme, has been
postulated as a possible mechanism contributing to
endothelial the mRNA

dysfunction. Accordingly,

expression of arginase-2 was determined in
mesenteric microvessels derived from obese subjects.

An up-regulation of arginase-2 gene expression was



detected in mesenteric microvessels from IR-MO

subjects compared to the NIR-MO group

Arginase can decrease NO production by
competingwith NOS for arginine as a substrate. To
determine the contribution of arginase to defective
relaxation associated with IR, vascular segments were
incubated with the arginase inhibitor, nor-NOHA (10
inhibition caused a

uM). Arginase significant

improvement of endothelium-dependent
vasodilatation in microarteries derived from IR-MO
subjects (Fig. 3B). By contrast, nor-NOHA did not
modify endothelial vasodilatation to BK in mesenteric

microvessels from NIR-MO subjects (Fig. 3C).

Fructose-fed rats

Endothelial malfunction in a non-obese rat model of
IR, which is alleviated by supplemental L-arginine. The
administration of D-fructose (20%) to rats for 8 weeks
resulted in significant hyperglycaemia compared to
control-matched rats (P < 0.001), as indicated in Table
2. In line with observations in IR-MO subjects, a
marked hyperinsulinaemia was also detected in IRRs
because serum insulin levels were significantly
elevated above the CRs (P < 0.001) (Table 2). The
development of IR was confirmed by the significant
increase in the HOMA-IR score (P < 0.001) (Table 2)
compared to CRs. The main difference between
human and animal models was the lack of significant
obesity in IRRs because these rats were only slightly

and non-significantly overweight compared to CRs

(Table 2).
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Similar to that observed in humans, endothelium-
dependent vasodilatations induced by ACh (1 nM to
30 uM) in rat mesenteric arteries and aortae were
significantly impaired in arteries from IRRs compared
to CRs, comprising a model of endothelial dysfunction
determined by IR condition rather tan by obesity
(Fig.4A and B). Meanwhile, no differences were
observed in SNP-induced vasodilatations in both
mesenteric arteries and aorta derived from IRRs

compared to CRs (pD2

7.02+£0.20vs.6.73 £0.17 for mesenteric arteries; pD2
8.17 £ 0.07 vs. 8.20 £ 0.13 for aorta from CRs and IRRs
respectively; not significant).

observationsin the

Similar to

humanmicrovasculature, in this animal model
displaying IR but not obesity, acute treatment with L-
arginine (300 pM) enhanced the vasodilatation
induced by ACh in mesenteric arteries (Fig. 4C) and
aortae (Fig. 4D) derived from IRRs, whereas it did not
modify vasodilatation in vessels from CRs (pD2: 7.40 +
0.14 vs. 7.16 + 0.18; 7.32 + 0.07 vs. 7.33 £ 0.07 for
mesenteric arteries and aortae, respectively; not
significant). Arginine concentrations were then
evaluated for both plasmatic and aortic extracts in
IRRs. Neither plasma concentrations of arginine (Fig.
4E), nor the aortic content (Fig. 4F) of this substrate
was significantly different between CRs and IRRs.
vascular  ADMA

Increased systemic and

concentrations promote endothelial dysfunction

associated with IR in rats. Systemic and vascular



ADMA levels were determined in IRRs and CRs to
further confirm the interaction between diminished
arginine bioactivity and increased ADMA. Serum
levels (Fig. 5A) and the aortic tissue content (Fig. 5B)
of ADMA are significantly increased in fructose-fed
rats compared to control-matched animals.
Furthermore, the content of DDAH1 was significantly
decreased in the aortic extract of IRRs compared to

CRs (Fig. 5C).

Increased arginase activity as a possible mechanism
underpinning endothelial dysfunction associated with
IR in rats. The activity of arginase was determined in
the aortae extract tissue derived from CRs and from
IRRs. As shown in Fig. 6A, arginase activity was
significantly increased in the aortae of IRRs compared

to CRs.

To provide evidence related to the negative impact
of arginase on endothelium-dependent relaxation in
fructose-fed rats, vascular segments were incubated
with the arginase inhibitor, nor-NOHA (10 pM).
Arginase inhibition caused a significant improvement
of endothelium-dependent vasodilatation in both
mesenteric arteries and aortae derived from fructose-
fed animals (Fig. 6B and C). By contrast, nor-NOHA had
no effect on the vasodilatation induced by ACh in
arteries derived from CRs (pD2: 7.52 + 0.14 vs. 7.51 +
0.15 and 7.35 + 0.07 vs. 7.37 + 0.08, for mesenteric

arteries and aortae, respectively).

Discussion
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The major finding of the present study is that both an
elevation of the concentrations of ADMA and an up-
regulation of arginase activity contribute to the
endothelial dysfunction as a result of the presence of
IR in individuals with morbid obesity. The key role for
IR is additionally supported by the data obtained in

non-obese IRRs.

Obesity, an important cardiovascular risk factor, has
been closely linked to IR among other metabolic
derangements. This metabolic alteration, in turn,
plays a pivotal role in the development of endothelial
dysfunction (Prieto et al. 2014). In the present study,
we confirm that MO subjects with IR demonstrated a
significant decrease in endothelium-dependent
vasodilatation with respect to MO subjects who were
not insulin-resistant (El Assar et al. 2013; Lupattelli et
al. 2013). In addition, and even though diabetes
mellitus was only present in IR-MO subjects, this
cardiovascular risk factor does not appear to explain
the negative impact of IR on endothelial function
because similar defects in endothelium-dependent
vasodilatation were found after the exclusion of
diabetic patients from IR-MO compared to NIR-MO.
Similarly, the fact that the impairment of endothelial
vasodilatation in IR-MO remains after deleting data
from male patients in both groups reinforces the idea
that endothelial dysfunction manifested in
microarteries from human obese subjects is closely

related to IR condition, discarding a confusing effect

of sex in the results. On the other hand, a larger

percentage of IR-MO subjects were taking



hypoglycaemiants and hypotensive drugs, with the
vast majority being metformin, pioglitazone and
inhibitors of angiotensin-converting enzyme. This
probably did not influence the impaired endothelial
dysfunction in the IR-MO group because these agents
have been reported to even improve endothelial
vasodilatation (Miyamoto et al. 2012; Naka et al.
2012). Furthermore, we validated the observation
obtained in humans in a well-characterized model of
IR in non-obese fed-fructose rats. The IR rats showed
elevated fasting blood glucose and serum insulin
levels, as well as a higher HOMA score. All of these
indicated that

alterations IR accompanied the

significant decrease in endothelium-dependent
vasodilatation in these animals. The phenotype of the
IRRs in the present study was consistent with that of
previous studies reporting reduced endothelium-
dependent vasodilatation in fructose-fed rats and
other rat models of IR (Shinozaki et al. 1999; Young et
al. 2008; El Assar et al. 2015b). Several possible
pathophysiological mechanisms may underpin the
association between IR and endothelial dysfunction.
Indeed, we have reported the involvement of
mitochondrial superoxide and inflammation in the
impairment of  NO-mediated vasodilatation
determined by the presence of IR in human morbid
obesity (EI Assar et al. 2013). However, other
mechanisms could contribute to the defective
vascular availability of NO in IR. In this sense, ADMA
causes a reduction in NO synthesis by inhibiting NOS
(Pope et al. 2009). Although previous studies have
reported higher plasma levels of ADMA in obese
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patients with IR compared to NIR obese subjects
2006) and
of ADMA after

(McLaughlin et al. lower circulating

concentrations pharmacological
improvement of insulin sensitivity in IR patients
(Asagami et al. 2002; Stuhlinger et al. 2002),
conflicting results on the association between ADMA,
NO production and HOMA-IR have been reported
subsequently (Pamuk et al. 2010; Siervo & Bluck,
2012; Tanrikulu-Kucuk et al. 2015). These non-
conclusive results highlight the need to clarify the role
of ADMA on endothelial dysfunction related to IR. In
this sense, we provide evidence that the ADMA
concentration is increased when IR arises not only at
a systemic level (in the serum) in humans and rats, but
also locally, both in homogenized adipose tissue
surrounding human microarteries from IR-MO
subjects and in aortic tissue extracts from IRRs.
Indeed, linear regression analysis showed a negative
correlation between ADMA concentration and human
endothelial function, measured as pD2 values, and a
positive association with the IR parameter, HOMA-IR.
These results indicate that increased endogenous
ADMA is clearly associated with endothelial
dysfunction in the presence of IR. In some way related
to this concept, intensive insulin therapy was shown
to reduce the plasma concentrations of ADMA in
critically ill patients (Siroen et al. 2005), and such an
effect might explain the ability of insulin therapy to
preserve endothelial function in these patients

(Langouche et al. 2005).

Because DDAH activity is the key modulator of

endogenous ADMA content, the expression of DDAH



was determined. mRNA expression of both DDAH
isoforms (1 and 2) in microarteries derived from obese
subjects with IR was decreased compared to those
with preserved insulin sensitivity. Furthermore, the
expression of the dominant isoform of DDAH in
metabolizing vascular ADMA, DDAH1 (Sydow et al.
2008; Hu et al. 2009), was significantly diminished in
aortic extracts from rats displaying IR. These results
are in agreement with previous studies showing
decreased aortic DDAH1 content and DDAH activity in
aortic tissues from rats with high-fat-induced IR (Chen
et al. 2012). Considered globally, these findings
suggest that the possible accumulation of
endogenous ADMA might be a result of a reduction in
the expression/activity of DDAH enzyme in IR. Indeed,
preservation of DDAH has been proposed to
contribute to the modulation of ADMA levels by
insulin in addition to reduced protein breakdown and
increased uptake of ADMA via transport systems
(Siroen et al. 2006). We further reasoned that, besides
the involvement of ADMA in the modulation of the L-
arginine/NO pathway, the increased expression
and/or activity of arginase plays a key role in
compromising L-arginine availability to eNOS and
therefore would impact vascular function. The validity
of this assumption was confirmed in the present
study. First, a significant rise in arginase activity was
observed in aortic tissue derived from IR rats
compared to CRs. Additionally, we describe for the
first time increased arginase-2 gene expression in the
microarteries of IR-MO subjects with no parallel
alteration in eNOS vascular expression, indicating that
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IR can differentially affect the expression of L-arginine

metabolizing enzymes. Previous studies have
demonstrated the presence of an augmented
expression and activity of arginase-2 in the aorta of
obese mice (Yu et al. 2014). In addition, increased
activity of arginase has been detected in these rum
and in the bufferof isolated aorta from rats fed with
high levels of fructose for 12 weeks (El-Bassossy et al.
2013). Furthermore, elevated plasma arginase activity
was found in type 2 diabetic patients (Kashyap et al.
2008). Arginase up-regulation in both IR humans and
rats was accompanied by no significant changes in
plasmatic arginine concentrations. Indeed, even a
non-significant reduction of arginine concentration
was found in aortic tissue from IR rats, indicating a
probable role for diminished L-arginine bioavailability.
This finding is of clinical importance because a clear
association was found between reduced L-arginine
availability and increases in cardiovascular disease

and mortality (Tang et al. 2009).

Potentially, elevated arginase activity would

negatively impact vascular function under IR
conditions. In this sense, genetic ablation of arginase-
2 fully preserved endothelial function (Yu et al. 2014)
and prevented endothelial senescence (Yepuri et al.
2012). Consistent with this idea, we provide functional
evidence suggesting that increased arginase activity
and diminished availability

L-arginine impacts

negatively endothelial function. Acute arginase
inhibition with nor-NOHA ameliorated endothelial
malfunction associated with the IR state in human

obesity and in fructose-fed rats. Our findings confirm



and expand previous studies showing that chronic
arginase inhibition alleviates impaired endothelial-
dependent relaxation associated with IR in the rat
aorta (El-Bassossy et al. 2013) and recovers NO
production in the aorta from obese mice (Chung et al.
2014). In addition, supplementation with L-arginine
improved endothelial function in large and small
arteries from IRR, as well as in microarteries from
obese subjects with IR. Such evidence suggests that
the putative reduction in L-arginine availability when
generating endothelial NO results from both the
increased concentration of a competitive antagonist
(ADMA) and the hyperactivation of arginase under IR

conditions.

A limitation of the present study is that ADMA content
and arginase activity could not be determined in
human vascular tissue because of the limited amount
of microarteries dissected from each omentum
specimen and the insufficient amount of protein
obtained from these vascular samples that precluded
any adequate guarantee of the methods of
determination. We tried to overcome this limitation
by making these determinations in vascular tissue
from IRRs and by determining ADMA in adipose tissue
surrounding mesenteric vessels and analysing
arginase and DDAH-1/2 expression at mRNA levels in
mesenteric microvessels. In conclusion, the present
study identifies increased ADMA and up-regulated
arginase as determinant factors in the alteration of
the L-arginine/NO pathway, as well as the subsequent

endothelial dysfunction associated with IR in human

obesity and a well characterized non-obese animal
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model of IR. We found that systemic and/or vascular
levels of ADMA and arginase are increased by IR and
that this enhancement is accompanied by impaired
endothelial function (Fig. 7). Importantly, acute
treatment of arteries derived from IR obese subjects
or non-obese IR animals with arginase inhibitor or
with L-argininesignificantlyimprovesendothelium-

dependent vasodilatation, most probably by

increasing L-arginine availability. These results

provide novel insights regarding the mechanisms of
endothelial dysfunction related to obesity and IR and
establish targets for

potential  therapeutic

intervention.



Table 1. Basal variables of morbidly obese subjects
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Characteristic NIR (N = 14) IR (N =27) P
Clinical
Age (years) 456 4+ 3.8 N7 +£19 0.376
Sex (male/female) 113 1214 0.014
Body mass index (kg m2) 45.0 +£ 0.9 470 + 1.1 0.215
Diabetes mellitus type 2 (%) 0.0 48.1 =0.01
Hypertension (%) 21.4 51.9 0.061
Dyslipidaemia (%) 143 259 0.393
Active smokers (%) 7.1 22.2 0.224
Chemical
Fasting glucose (mg dI") 88.4 + 2.0 103.9 + 2.7 =0.01
HbA1c % (mmol mol-') 5.6 (35.18 £ 2.3) 6.0 (40.44 &+ 2.0) 0.073
Total cholesterol (mg dI-") 184.2 + 9.6 1539 + 6.3 0.010
HDL cholesterol (mg dI") 477 £ 25 385 + 1.8 =0.01
LDL cholesterol (mg di") 1108 + 8.2 872+ 59 0.024
Ratio (TC/HDL) 3.9 + 0.2 42 4+ 03 0.644
Triglycerides (mg dI-") 100.6 + 8.4 127.3 + 9.6 0.076
Fasting insulin (U ml~") 95 + 03 329 + 40 =0.001
HOMA-IR 21 0.1 86 + 1.2 <0.001
CRP (mg I") 50 +£ 1.0 100 £ 14 =0.01
Treatment
Hypoglycaemic drugs (%) 0.0 48.1 =0.01
Hypotensive drugs (%) 14.3 51.9 0.041
Lipid-lowering drugs (%) 0.0 18.5 0.097

HDL, high-density lipoprotein; LDL, low-density lipoprotein; TC, total cholesterol. Significant differences are highlighted in bold.

Table 2. Body weight and sarum concentrations of glucose and
insulin for animals

CRs (N = 8) IRRs (N = 12)
Body weight {g) 408.4 + 2029 4498 + 13.83
Fasting glucose (mg di-') 1235 + 11.16  254.6 + 22.60**
Fasting insulin (ug ') 1.47 + 022 4.59 + 061"
HOMA-IR score 1.00 + 0.12 6.40 + 0.94%

Data are expressed as the mean + 5E. N, number of rats used.
P - 0.001 vs. control rats. Data were compared by a two-tailed
unpaired Student’s { test.
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Figura 1. Effact of L-arginine on endothelial dysfunction assodated with IR in morbidly obese subjects
Relaxation to BK in mesenteric arterial segments derived from NIR-MO and IR-MO subjects (A} and effects of
preincubation with 1-agining (1-arq) (300 um) in arteries from NIR-MOC (C) and IB-MO subjects (D). Data are
expressed as the percentage of the confraction efidied by Kt *2F < 0,001 w5, MIE-MO; P = 0,07 v IR-MO
subjects. B, plasmatic concentrations of arginine in MRE-MO and IR-MO subjocts.
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Figure 2. Insulin resistance is assodated with increased levels of ADMA in morbidly obese subjects
ADMA values determined in sera (A) and in adipose tissue surmounding microarterios (8) from NIE-MO and IR-WMO
subjects. C, mANA relative expression of eMOS, DDAH-1 and DEDAH-2 In messntenc arterses deved form NIR-MO
and IR-MO. Mesenteric artesies for gene exprossion analysis were oblained, from four to eight different patients.
P < 005 vs. NIE-MO subjects. D) positive correfation bebween ADMA concentrations and HOMA-R score. E,
neqative correlation between ADMA and pDy; values for BK. Each point represents the averaged plks values of
segments from one single subject.
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Figure 3. Arginase contributes to the endothelial dysfunction related to IR in morbidly obese patiants
A, arginase-2 (Arg-2) mRNA relative expression in solated mesenteric arteries form NIR-MO and IR-MO subjects,
P 0,05 vs, NIR-MO subjects. Mesenteric arteries were obtained from four to five different patients, The effect
af preincubation with arginase inhibitor, nor-NOHA (10 e, on relakation to BK in mesenteric arterial segments
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cficited by K, **P < 0.01 vs. IR-MO subjocts,
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Figure 4. Endothelial dysfunction in
non-obese fructose-fed rats and
alleviation by L-argining

Ralaxant responses elidied by ACH in small
mesentenic arteries {4} and aortae (B} from
CRs and IRRs. Acute treatment with
L-arginine (L-arg) (300 umM) Improves
refaxant responses to ACh in mesenteric
arteries (C) and aortaa (D) from IRRs. Data
are expressad a5 the percentage of the
confraction elicited by norepinephrine
(NE). *™*P - 0.001 vs. CRs or vs. [ARs {in
the case of 1I-wginine experiments).
Arginine content was also determined in
plasma (£) and aortic homogenates (F)
from CRs and IRRS, The samples for
analysis were collected from seven 1o nine
different animals.
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Figure 6. Arginase contributes to the endothelial dysfunction observed in non-obese fructose-fod rats
Arginase actvity in aortic extract of CRs and [RRs is shown in {A). The aortae were extracted from soven to
10 animals for each group, The effects of the arginase inhibitor, nor-NOHA (10 g, on relaxation to ACh in
mesenteric arteries (B) and aorta (C) of IRRs is shown, Data are expressed as the percentage of the contraction
elicited by norepinephrine (MEL **F < 0.01; ***P = 0.001 vs. IRR.
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Figure 7. Schematic representation of mechanisms involved in L-arginine/NO pathway impairmant

caused by IR lzading to endothelial dysfunction
Development of the IR condition, oither associated with obesity or nol, results in the diminished expression of

DEOAH, the enzyme responsible for ADMA degradation, causing a significant intracellular elevation of ADBMA and
therefore interfering with the arginine™O signalling pathway, In addition, arginase is up-requiated leading to
an altered -arginine™O pathway, These alterations result in defective NO-mediate responses and subsequent

endothelial dysfunction, which represents a first step toward cardiovascular disease,
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