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Introduccion

1.1. ASPECTOS GENERALES DE LA OBESIDAD

Se habla de obesidad cuando en la composicion corporal de una persona el componente
graso excede los valores considerados normales, que son del 12 al 20% en varones y del
20 al 30% en mujeres adultas (Salas-Salvado et al, 2007). Desde el punto de vista
epidemioldgico y clinico, en la poblacién adulta la obesidad se tipifica como un indice de
masa corporal (IMC; peso en kilogramos dividido por la talla en metros al cuadrado) igual
o superior a 30 kg/mz, aunque también se han definido valores superiores al percentil 85

(p85) de la distribucidn de la poblacion de referencia (Salas-Salvado et al, 2007).

Segun Garrow, se puede clasificar a los individuos en cuatro grados, de acuerdo al IMC
(Tabla 1.1) (Garrow, 1981). Una clasificacién alternativa, segin la proposiciéon de la
American Heart Association, clasifica a los obesos en subgrupos de cinco unidades de IMC,
relacionando su grado de obesidad con el riesgo de presentar complicaciones de salud

(Tabla 1.2)

GRADO IMC
Grado 0: Normopeso 20-24.9
Grado I: Sobrepeso 25-29.9
Grado II: Obesidad 30-39.9
Grado llI: obesidad moérbida >40

Tabla 1.1. Clasificaciones de la obesidad segiin Garrow. Tomado de Garrow, 1981.

GRADO IMC RIESGO
Clase 0 Normal 20-24.9 Muy bajo
Clase | Obesidad leve 25-29.9 Bajo
Clase I Obesidad moderada 30-34.9 Moderado
Clase lll Obesidad severa 35-39.9 Alto
Clase IV Obesidad mdrbida >40 Muy alto

Tabla 1.2. Clasificaciones de la obesidad segin The American Heart Association. Tomado de

Garrow, 1981.
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Metabolismo de la Arginina y dafio oxidativo en ratones ob/ob, un model ético de riesgo cardi

Actualmente la obesidad y el sobrepeso se consideran una epidemia global, son uno de los
principales problemas de salud salud publica a nivel mundial (Kopelman, 2000; Bruder-
Nascimiento et al, 2011). La obesidad ha sido catalogada por la International Obesity Task
Force (IOTF) y la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) como la epidemia del Siglo XXI
(WHO, 2000; WHO, 2003).

Segun el informe de la Organizacion para la Cooperacién y el Desarrollo Econémicos
(OCDE), cada dia crece el numero de personas con sobrepeso y obesidad, es una epidemia
que continla extendiéndose, ningun pais miembro de la OCDE ha observado una
disminucion desde que comenzo la epidemia. Las tasas de obesidad, desde la década de
1990, han crecido rdpidamente en Australia, Inglaterra y Estados Unidos, y de forma mas
lenta en paises como: Canadad, Espafia, Francia, Italia, Suiza y Corea. (Figura 1.1) (Obesity

Update OECD, 2014).

35%
30% -
Australia
25% -
%‘- ol Canada
o
[5}
G
15% - e
) | France
10% :
o 5 Korea
s
0% . . i : : . : . . |
15972 1976 1980 1584 1588 1992 1996 2000 2004 2008 2012
Year

Figura 1.1. Tasas de obesidad 1990-2012. Tomado de “OECD Obesity Update”, 2014.
www.oecd.org/health/obesity-update.htm
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Introduccion

La base de datos del indice de masa corporal (IMC) de la OMS refleja que en la actualidad
al menos 300 millones de adultos son clinicamente obesos, y en paises como EE.UU y el
Reino Unido mas del 20% de su poblacién presenta valores del IMC de 30 kg/m2 o

superiores, es decir, mas del 20% de sus ciudadanos son obesos (www.iotf.org).

La prevalencia de obesidad en Espafia se sitia en un punto intermedio entre los paises del
norte de Europa, Francia y Australia, con las proporciones de obesidad mas bajas, y EE.UU
y los paises del este europeo, que presentan en la actualidad las tasas mas elevadas.
Hemos de tener en cuenta que nuestro pais es uno de los que presenta prevalencias mas
altas de obesidad en Europa. En la poblacidn infantil y juvenil espafiola (2-24 afos), la
prevalencia de obesidad se estima en un 13,9%. La prevalencia de obesidad en la
poblacién adulta de 25 a 64 afios se estima en un 15,5% y la de sobrepeso en un 39,2%.
Asi mismo, se ha producido un incremento del 34,5% en la prevalencia de obesidad desde

1992 a 2006 (Salas-Salvado et al, 2007)

De acuerdo a la ubicacién geografica de las regiones espafiolas, se han observado
diferencias en los indices de obesidad, con mayor nimero de obesos en el noroeste y

sureste del pais y en Canarias (Aranceta-Bartrina et al, 2005) (Figura 1.2).

Reglom noroeste Region none
Varones: 19.07% Varomes: 11 .40%
Mujeres: 21 7B% Mujeres: 16,52%
o A
\‘_S\\';"\J\fq
Regidn noreste
Varones: 8 )
Mujeres: 13 77%
e,
Regidm centro
Varones: 0 31%
Mujeres: 15 20%
Regitn de Marcia
Vommes: 18.51% Varones: 18.00%
Reglon de Canarias Mujeres: 20.02% Mujeres: 24 B5%
Varoaas: 14,21% = _
mjeres: 22 27% evalencia
de obesidad
] j O Bl14%
o7 O 1517
e« O =
B 18225%

Figura 1.2. Indices de obesidad en Espafia por regiones y sexo. Datos del Estudio DORICA. Tomado
de Aranceta et al, 2005.
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La obesidad y el sobrepeso son el quinto factor de riesgo de mortalidad mundial. Su
prevalencia se ha duplicado desde 1980; al menos 2,8 millones de adultos en todo el
mundo, mueren cada afio a consecuencia de ésta. La obesidad aumenta
considerablemente el riesgo de desarrollar desdérdenes metabdlicos y Enfermedad

Cardiovascular (ECV) (Lantorno et al, 2014).

1.2. LA OBESIDAD COMO FACTOR DE RIESGO CARDIOVASCULAR

El exceso de peso y la obesidad son un factor que predispone de forma importante a las

enfermedades cardiovasculares y la diabetes del adulto (Mokdad et al, 2003).

En las sociedades occidentales, el peso corporal aumenta con la edad en ambos sexos,
pero el ritmo de aumento en la mujer es mas acelerado que en los hombres de la misma
edad. Dado que este rapido aumento de peso acostumbra a depositarse
mayoritariamente en el abdomen, éste es el principal factor contribuyente al deterioro del
perfil de riesgo cardiovascular puesto que contribuye en gran manera a la elevacion de la
presidn arterial que, junto con las alteraciones del metabolismo de las grasas, constituye

el llamado sindrome metabdlico (Garcia-Garcia et al, 2008)

Tanto la obesidad como la arteriosclerosis son procesos multifactoriales entre los que
existen numerosos puentes de unidn que explican de manera satisfactoria, aunque no del
todo completa, la mayor morbimortalidad cardiovascular en el obeso (Hubert et al, 1983;
Zugasti Murillo y Moreno Esteban, 2005). De hecho, muchos de los elementos
fisiopatolégicos que acontecen en el obeso son, a su vez, factores de riesgo para la
arteriosclerosis. Por ello, la obesidad puede ser considerada como uno de los factores de
riesgo cardiovascular, principalmente porque se ve acompafiada de otros factores de
riesgo cardiovascular como dislipemia, hipertensidn, insulinorresistencia y diabetes
(Zugasti-Murillo y Moreno-Esteban, 2005). De hecho estos factores de riesgo estan
intimamente ligados a un exceso de tejido adiposo, y mds especificamente a una
particular distribucién corporal del mismo. Asi, la distribucién visceral o abdominal de la
grasa corporal en el obeso se correlaciona mejor con el riesgo de cardiopatia isquémica
que la masa adiposa total. Esta forma de distribucion de la grasa en el obeso si esta

claramente relacionada de manera independiente con la morbimortalidad cardiovascular
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a través de un sindrome metabdlico aterogénico. Este es el motivo por el que adquiere
especial trascendencia clinica, no sélo la cuantia total de la grasa corporal, sino su
distribucion; tal distribucion tiene mas impacto en el riesgo cardiovascular que la obesidad

por si misma.

La arteriosclerosis es frecuente en obesos, como consecuencia, en parte, de las anomalias
lipidicas que se desarrollan. El incremento de las lipoproteinas de baja densidad (LDL)
pequenas y densas que se observa en la obesidad visceral, junto con el descenso del
colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad (HDL), facilitado por la
hipertrigliceridemia, crean las condiciones metabdlicas apropiadas para el desarrollo del
proceso aterdgeno. La gran elevacidon y persistencia de la lipemia pospandrial constituye
un factor aterégeno de mdaxima importancia, por la disminuciéon del cHDL, asi como la
presencia de LDL en exceso. Ademas, la aterogénesis en obesos se ve acentuada por un
incremento de los procesos oxidativos. Otro factor de riesgo cardiovascular que se halla

presente con gran frecuencia en pacientes obesos es la diabetes (Basulto et al, 2008).

1.2.1. Aspectos Generales de Enfermedad de Riesgo Cardiovascular.

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) constituyen la primera causa de mortalidad en
los paises occidentales. A principios del siglo XX eran responsables de menos del 10% de
las muertes en el mundo; sin embargo, en los inicios del siglo XXI son la causa de casi el
50% de las muertes en los paises desarrollados y del 25% en los paises en desarrollo. En
Espafia, en el afio 2000, fueron responsables del 35% del total de defunciones (40% en

mujeres y 30% en hombres) (Plaza et al, 2001).

En los paises desarrollados las enfermedades cardiovasculares son una de las causas mas
importantes de mortalidad, representando el 43% de las muertes en el afio 2010. Sin
embargo, se ha observado algun progreso positivo respecto a las muertes ocasionadas por

este mismo factor en el afio 1990 (Figura 1.3) (Pearson-Stuttard et al, 2012).

El término “enfermedad cardiovascular” incluye diferentes patologias que afectan al
corazon y al sistema circulatorio, siendo las dos mas comunes la cardiopatia isquémica (Cl)

y la enfermedad cerebrovascular. La primera también es conocida como enfermedad
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coronaria y suele estar provocada por la acumulacién de materia grasa en el sistema
circulatorio que obstruye el flujo sanguineo. También la cardiopatia isquémica puede
provocar una angina de pecho o un infarto, que suelen denominarse de forma conjunta

como sindrome coronario agudo (SCA) (Bassand et al, 2007).

Causas de Las muertes por ECV yenfermedades circulatorias -1990 en comparacion con 2010 (ambos sexcs, todas Las edades)
(% total de muertss) 19'90 \’2010
b i
Europa Europa central, Regiones con un nivel
occidental Europa del Este el b

yAsiacentral

América del Norte 43%\ J 36%
- 55% 58% Japén

43% ) 36% o
Norte de Africa :
. yOriente Medio 43% \’ 36%

o o, SurdeAsi
Latinoamérica (norte) 5 Y I St asiinice
yCaribe 12% "20% yAsia sudoriental
25 e _ 2o e
< Africa i
sub-sahariana
Argentina, Chile it Australasia

yUruguay
43% )35% 43% “'36%

Figura 1.3. Globalizacion de las enfermedades cardiovasculares. Tomado de: Institute for Health
Metrics and Evaluation (IHME). The Economist Intelligence Unit Limited, 2013.

El SCA es una de las principales causas de mortalidad, morbilidad y coste sanitario en
Espafia. Se estima que durante el 2013 el numero total de casos de SCA ha sido de
115.752, de los cuales alrededor de 30.400 murieron antes de llegar al hospital. De los
pacientes hospitalizados por SCA en este ultimo afo, el 38,2% padecieron el sindrome con
elevacion del ST, el 55,8% la manifestaron sin elevacidn del ST y el 6% se consideran no
clasificables. De todos ellos, un 18,7% padecié una angina inestable y un 81,3% sufrié un

infarto de miocardio (Dégano et al, 2013).

Las tasas de mortalidad ajustadas por edad para la ECV llevan disminuyendo desde 1975 al

3,1% anual. Un 50% de este descenso podria deberse a la reduccion de algunos factores
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de riesgo, como el colesterol total y la presidn arterial sistdlica (Banegas et al, 2011), pese
a que su control sigue siendo muy bajo en Espafia (Llisterii et al, 2012; Gutiérrez-Fisac et
al, 2012). Sin embargo, las tendencias negativas de otros factores de riesgo, como la
obesidad y la diabetes mellitus, la inactividad fisica en varones y el tabaquismo en
mujeres, junto con la mayor supervivencia de los pacientes y el envejecimiento de la

poblacion, hace que el impacto de las ECV siga aumentado.

1.2.2 Factores de Riesgo de Enfermedad Cardiovascular.

Numerosos estudios clinicos y estadisticos han identificado los factores de riesgo de ECV,
entendiendo por factores de riesgo aquellas caracteristicas bioldgicas o conductuales cuya
presencia confiere una mayor probabilidad de sufrir una enfermedad en el futuro (Kavey
et al, 2003). Algunos factores pueden ser modificados, tratados o controlados, mientras
que otros no. Asi podemos clasificar los distintos factores en varias clases, si bien,
independientemente de la clase, cuanto mayor sea el nivel de cada factor, mayor es el

riesgo de tener una enfermedad cardiovascular aterosclerosa (Tabla 1.3).

NO MODIFICABLES MODIFICABLES OTROS FACTORES
Herencia Tabaquismo Diabetes
Sexo Ingesta de alcohol Obesidad
Edad Colesterol elevado Estrés

Hipertension

Sedentarismo

Tabla 1.3. Factores de riesgo de enfermedad cardiovascular. Datos tomados de Kavey et al, 2003.

1.3. ELENDOTELIO VASCULAR: FUNCIONES Y CARACTERISTICAS

El endotelio vascular juega un papel importante en el mantenimiento, regulacién y control
de las funciones cardiovasculares. Tiene accidon antitrombogénica y su intervencién es

fundamental en la regulacién vasomotora. El endotelio vascular esta constituido por
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Células Endoteliales (CE), una capa unicelular que forma parte de la pared de los capilares
y cubre la parte interna de los vasos sanguineos. Es un érgano funcionalmente complejo y
esta relacionado en una gran variedad de procesos patoldgicos y fisioldgicos (Tabla 1.4)
como la fibrindlisis, la angiogénesis, la inflamacidn, la presién arterial y el metabolismo de

las lipoproteinas.

Sintesis de compuestos vasoactivos: NO, EDHF, ET-1,
PGI2. Presencia de Enzima convertidora de

REGULACION DEL TONO VASCULAR Angiotensina (ECA), Produccién de Angiotensina I,

Produccion de péptido natriurético tipo C (CPN)

Produccién de colageno, fibronectina, elastina,
laminina, mucopolisacaridos, estimulacion de células
musculares lisas.

FUNCION TROFICA PARA CAPAS
iNTIMA Y MEDIA

Expresidon de MCP-1 (Proteina quimiotactica de
monocitos tipo 1)

CONTROL DE INFLAMACION Expresion de moléculas de adhesion (VCAM-1, ICAM-1,

selectinas)

Produccion de TNF alfa, IL-1, IL-6 e IL-8

FUNCION METABOLICA Unién de lipoprotein lipasa

Sintesis y union de factores hemostaticos: NO, Heparan
L sulfato, factor von Willebrand, trombomodulina,
FUNCION trombina, proteinas Cy S, Inhibidor del activador del
COAGULANTE/ANTICOAGULANTE plasminégeno-1 (PAI-1), sistema activador del

plasmindgeno uroquinasa (uPA)

Tabla 1.4. Funciones del endotelio. Elaborado a partir de datos de Gastdn-Fourcade (2008).

Es el orgdno mas importante en la regulacién del tono vascular y de la homeostasis.
(Acosta et al, 2006). Gracias a su ubicacidon estratégica, separa el medio exterior del
intersticio tisular y asi cumple como defensor del huésped a nivel del tegumento
mucocutaneo, el pulmén, el tracto gastrointestinal y el sistema cardiovascular (Gaston-

Fourcade M, 2008).

El endotelio juega un papel esencial en la modulacién del tono vascular a través de la
liberacion de factores vasodilatadores como el dxido nitrico (NO), la prostaglandina 12

(PGI2), el factor hiperpolarizante derivado del endotelio (EDHF), y vasconstrictores como
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el tromboxano A2 (TXA2), la prostaglandina H2 (PGH2) y la endotelina (ET). Asimismo, los
niveles de especies antioxidantes intracelulares, cisteina (CYS) o glutation (GSH), y la
actividad de enzimas antioxidantes como superdxido dismutasa (SOD), glutation
peroxidasa (GPx) y catalasa (CAT), contribuyen al mantenimiento del equilibrio éxido-
reductor (REDOX), compensando el incremento del estrés oxidativo generado por las

especies reactivas del oxigeno (ROS) (Vanhoutte, 2012).

De los factores vasodilatadores mencionados anteriormente, el éxido nitrico (NO), gracias
a las multiples funciones fisioldgicas en las que se ha visto implicado, es reconocido como

la molécula de los noventa.

1.4.  OXIDO NITRICO Y FUNCION ENDOTELIAL

Furchgott y Zawadzki en 1980 demostraron que cuando el endotelio era estimulado,
liberaba una sustancia vasoactiva que fue llamada EDRF (Factor Relajante derivado del
Endotelio). Al cabo de unos afios, el EDRF fue identificado por Ignarro y colaboradores
como el éxido nitrico (NO), un compuesto sefialado por Ferid Murad en 1977 (Gongalves-

Diaz et al, 2011).

El 6xido nitrico es una molécula gaseosa que actla en la sefializacién de diferentes
procesos biolédgicos. Es un radical libre que presenta un electrén desapareado en la ultima
capa y tiene una vida media de 4 a 8 segundos en medio acuoso (Gongalves-Diaz et al,
2011). Es descrito como un gas muy difusible y labil, y cumple un papel fundamental en la
vasodilatacion dependiente del endotelio, en el que se sintetiza a partir de la L-arginina
por la accion de la enzima NO-sintasa (NOS). La reaccion catalizada por la NOS es
particularmente compleja ya que requiere oxigeno molecular y diversas coenzimas:
tetrahidrobiopterina (BH,), NADPH, FAD, FMN, grupo hemo y calmodulina (Martinez-
Augustin y Sdnchez de Medina, 2004). Cabe destacar que el NO se forma practicamente en
todas las células del organismo, y desempenfia diversas funciones. Sin embargo, la sintesis
se realiza siempre a partir de la arginina por diferentes isoformas de las NOS (Figura 1.4)

(Fontana-Gallego et al, 2006).
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Figura 1.4. Sintesis de Oxido nitrico a partir de arginina. NOS: oxido nitrico sintasa; BHj:
Tetrahidrobiopterina; FMN: Flavin mononucleétido; FAD: Flavin adenin dinucleétido; NADPH; nicotin
adenin dinucleédtido fosfato reducido. Modificado de Fontana-Gallego et al, 2006.

Las funciones del éxido nitrico son muy variadas dependiendo del tejido en el que se
produce y de las circunstancias fisiolégicas o patoldgicas. Existen tres isoformas de la NOS.
La neuronal (nNOS), la endotelial (eNOS) y la inducible (iNOS). La eNOS es la enzima
responsable de la formacién de NO con funciones vasodilatadoras a nivel del endotelio. En
situaciones inflamatorias, tanto en el endotelio como en otras células de la pared vascular,
se puede inducir la iNOS, responsable de la sintesis de grandes cantidades de NO con

funciones defensivas (Tabla 1.5) (Martinez-Augustin y Sdnchez de Medina, 2004).

Sin embargo, a pesar de los beneficios que ofrece el NO para el organismo, se debe tener
en cuenta que el NO es una especie reactiva de oxigeno y por este motivo su presencia no
controlada constituye un gran peligro para las células que lo producen y las células vecinas

(Centelles et al, 2004).
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nNOS eNOS iNOS
SISTEMA INMUNIDAD NO
SISTEMA NERVIOSO CARDIOVASCULAR ESPECIFICA

Neurotransmisor/
Neuromodulador del SNC:

- Respuestas al glutamato
- Plasticidad simpatica
- Nociocepcién

Relajacion del musculo

liso vascular:

- Regulacion del flujo
sanguineo

- Regulacion de la presion
arterial

Resistencia a:

- Bacterias
- Hongos
- Protozoos

Funcién patolégica:

- Dafio isquémico cerebral

Inhibicion de la
agregacion plaquetaria

Funcién patoldgicas:

Estados de shock causados

periféricos no
adrenérgicos no
colinérgicos:

- Tracto gastrointestinal
- Ereccién

- Esfinter de vejiga

- Flujo Sanguineo

por:
- Endotoxinas/sepsis
- Citoquinas

Transmisor de nervios Enfermedad inflamatoria

y autoinmune:

- Inflamacién aguda
- Colitis ulcerosa

- Rechazo trasplantes
- Artritis?

- Esclerosis multiple?
- Asma?

Tabla 1.5. Localizacion y funciones de las NOSs. Modificado de Knowles, 1994.

1.5.

ESTRES OXIDATIVO Y FUNCION ENDOTELIAL

Se denomina estrés oxidativo a aquella situacion en la que las células estan expuestas a un

ambiente prooxidante y los mecanismos defensivos antioxidantes son sobrepasados de

forma que se llega a afectar el estado redox celular. Numerosos factores pueden alterar

tanto la produccién de especies reactivas del oxigeno (ROS) como la biodisponibilidad de
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NO (Figura 1.5). En particular el anién superodxido (O, ) interacciona rapidamente con el
NO formando peroxinitrito (ONOO™) (Figura 1.6), disminuyendo la biodisponibilidad del

NO y produciendo vasconstriccion (Vaziri et al, 2000).

02
I Je_
OO'_ 0y > 0,+0OH-+0H

/2H+ Reaccién de Fenton y

SOD Haber Weiss
Mieloperoxidas Catalasa
OCI'— 1,0, -H20+02
\ Glutation
cl- +02 Peroxidasa

Figura 1.5. Formacion de especies reactivas de oxigeno. Tomado de Martin-Garrido, 2007.

NO + O, mmmm)p ONOO™

Figura 1.6. Formacién de peroxinitrito (ONOO ™) a partir de éxido nitrico y anién superéxido.
Modificado de Vaziri et al, 2000.

Bajo condiciones fisioldgicas, el sistema de defensa antioxidante es capaz de minimizar los
niveles de ROS preservando la biodisponibilidad del NO y manteniendo asi el tono vascular
normal. La enzima superoxido dismutasa es la responsable de degradar el O, , reduciendo
la formacion de ONOO ™, potente oxidante y vasoconstrictor. Por otro lado, las enzimas

antioxidantes glutation peroxidasa y catalasa degradan los perdxidos, evitando los efectos
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deletéreos de los mismos. Finalmente, el glutation junto con la cisteina son los
responsables de mantener el equilibrio REDOX intracelular, permitiendo asi el

funcionamiento normal de las células.

En los ultimos veinte afios se ha demostrado que las ROS estan involucradas en diferentes
patologias entre las que se encuentran enfermedades coronarias, cancer vy
envejecimiento. En la Tabla 1.6 se indican algunos de los mecanismos implicados en la

generacién “in vivo” de algunas ROS (Parada-Diaz, 2010)).

ROS FORMACION

Reduccién enzimatica y no enzimatica del
oxigeno por un electrén

0,+e >0, <= HO, (pk=4,8)

Superodxido (0, )
Radical hidroperoxilo (HO,")

Radiolisis del agua, descomposicion de
peroxido de hidrégeno catalizada por
metales, interaccién de NO y superdxido

NO + 0, — ONOO" —» HO®+ NO,

Radical hidroxilo (HO®)

Complejos hierro-oxigeno

(Fe=0) Hemoglobina, mioglobina, etc.

Hidroperoxidos de lipidos y

proteinas Oxidacion de lipidos y proteinas

Reaccion del radical peroxilo y NO, aire

Didxi itrg N
ioxido de nitrégeno (NO,) contaminado y humo

Sintesis de oxido nitrico, tiol nitroso y aire

Oxido nitrico (NO) contaminado

Transferencia del atomo de hidrégeno de

Radical tiil (RS) tioles

Transferencia del &tomo de hidrégeno de

Radical protein ,
proteinas

Tabla 1.6. Formacion de ROS. Tomado de Parada-Diaz, 2010

1.5.1. Marcadores de Estrés Oxidativo.

El estrés oxidativo es un suceso temprano en el desarrollo de disfunciéon endotelial y es

considerado una causa de enfermedad cardiovascular. Pero su aumento y su impacto
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sobre la disfuncion endotelial es reversible y controlable, y se puede identificar y
cuantificar gracias a diferentes indicadores. Entre ellos se encuentran la deteccién de
marcadores de dafio oxidativo, la biodisponibilidad del 6xido nitrico (NO) y la defensa

antioxidante celular (Tabla 1.7) (Masnatta et al, 2003).

MAI}CADORES DE BIODISPONIBILIDAD MARCADORES DE DEFENSA
ESTRES OXIDATIVO DE NO ANTIOXIDANTE
0, Cuantificacién de NO Glutation (GSH)
TBARS GMPc Superoxido dismutasa (SOD)
Isoprostanos Nitrotirosina (NT) Glutation peroxidasa (GPx)
NF-Kappa B

Tabla 1.7. Indicadores de deteccion precoz de estrés oxidativo. Elaborado a partir de datos de
Masnatta et al, 2003.

1.6. DISFUNCION ENDOTELIAL

Se habla de disfuncidon endotelial (Figura 1.7) cuando la funcién del endotelio es
inadecuada; ésta es la principal caracteristica de las enfermedades cardiovasculares. La
principal causa de la disfuncion endotelial es el aumento de especies reactivas de oxigeno
(ROS), la cual puede daiiar la produccién y actividad del éxido nitrico. Se encuentran cada
vez mas evidencias de disfuncién endotelial relacionadas con hipercolesterolemia,
hipertensién, tabaquismo, diabetes y otros factores de riesgo de enfermedad

cardiovascular (Deanfield et al, 2005).

A partir de los 30 afios se observa un deterioro paulatino de la funciéon endotelial debido a
procesos de envejecimiento normal, un incremento de la reactividad endotelial a los
factores vasoconstrictores, y un desequilibrio entre las sustancias prooxidantes y
antioxidantes en favor de las primeras, generando estrés oxidativo y, consecuentemente,
disfuncion endotelial. El estrés oxidativo es un hallazgo comun y precoz de las patologias

cardiovasculares (Masnatta et al, 2003).
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Figura 1.7. Disfuncién Endotelial. Tomado de Acosta et al, 2006.

Numerosos estudios experimentales y clinicos indican que el estrés oxidativo es
responsable de inactivar rapidamente al NO, formando principalmente ONOO™ (Vaziri et
al, 2000). Otros estudios indican que el incremento del estrés oxidativo se expresa con un
deterioro en la vasodilataciéon dependiente del endotelio y una mayor sensibilidad del
endotelio a la vasoconstriccion. Sin embargo, en los estadios tempranos de la enfermedad
vascular, no se observan dichas alteraciones porque el endotelio es capaz de contrarrestar
los efectos del estrés oxidativo y mantener la funcidon endotelial normal. Por ello, es
indispensable estudiar el estrés oxidativo y los mecanismos de defensa antioxidante como

marcadores precoces de disfuncion endotelial.

Existen numerosas aproximaciones experimentales para la evaluacidon del estrés oxidativo.
En los sistemas “in vitro” es posible la cuantificacién de la generacién de los propios
radicales libres como, por ejemplo, el anién superdxido por quimioluminiscencia (Trolliet
et al, 2001). Sin embargo, la aproximacién mas utilizada tanto “in vitro” como “in vivo” es
la determinacién de los niveles de los sistemas antioxidantes (enzimaticos y no
enzimaticos, Tabla 1.8) y, sobre todo, la cuantificacion de diferentes indicadores del dafio

oxidativo infringido a las moléculas bioldgicas, particularmente lipidos, proteinas y DNA.
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El nimero y tipo de marcadores de dafio oxidativo se eleva continuamente destacando,
por su amplia utilizacion y fiabilidad, el malondialdehido (MDA; producto final de
oxidacién lipidica) los isoprostanos (medida directa de la formacién de lipoperdxidos
independiente de ciclooxigenasa), los grupos carbonilo proteicos (indicativos de la
oxidacién proteica), y la 8-hidroxi-2-desoxiguanosina (8-OHdG) como producto del dafio

oxidativo al DNA (Ohkawa et al, 1979; Wang et al, 1995; Delgado et al, 2009).

ENZIMATICOS NO ENZIMATICOS
Superoxido dismutasa (SOD) Glutation (GSH)
Catalasas (CAT) Vitamina C
Glutation Peroxidasa (GPx) Vitamina E
Tiorredoxina reductasa (TrxR) Acido lipoico
Ubiquinona

Metales de transicién

Carotenoides

Polifenoes

Tiorredoxina

Tabla 1.8. Sistemas antioxidantes intracelulares Tomado de Martin Garrido, 2007.

1.7. DISFUNCION ENDOTELIAL Y OBESIDAD

La obesidad aumenta el riesgo de desarrollar diferentes condiciones patolégicas como son
dislipidemia, hipertension, higado graso no alcohdlico, ECV y diabetes tipo 2 (Figura 1.8)
(Jung y Choi, 2014). La diabetes tipo 2 se caracteriza por la resistencia periférica a la
insulina. En la mayoria de los casos, la resistencia periférica a la insulina, definida como la
respuesta atenuada a la insulina en el tejido adiposo, el higado y el musculo esquelético,
aparece mucho antes del desarrollo de la hiperglucemia. La etiologia de la resistencia a la
insulina es multifactorial, incluyendo la genética y factores externos como el sedentarismo

y la obesidad (Stancic et al, 2012).

La acumulacidn de grasa depende del equilibrio entre la ingesta calérica de la dieta y el
gasto corporal de energia. El desequilibrio crénico en el metabolismo energético (mas
aporte que gasto de energia), débido a complejos factores genéticos y/o ambientales,

resulta en un exceso de acumulacion de grasa y, finalmente, en obesidad (Hill et al 2003;
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Jung y Choi, 2014). El tejido adiposo blanco es el principal responsable del cambio
sustancial en la grasa corporal, y juega un papel importante en el equilibrio de energia. La
acumulacion de grasa en el tejido adiposo depende del equilibrio entre las tasas de
acumulacién y descomposicion de triacilgliceroles (TAG) en los adipocitos, células en las
que tiene lugar una oxidacion de acidos grasos y glucosa muy importante (Jankovic et al,

2015).

ARTERIOESCLEROSIS
ENFERMEDAD
CARDIOVASCULAR

ENFERMEDAD D
HIGADO GRASO NO-
ALCOHOLICO

ESTADOS
PROTROMBOTICOS

DISLIPIDEMIA

DIABETES
ELLITUS TIPO 2

INGESTA DE OBESIDAD J GASTO DE
ENERGIA b ENERGIA

Figura 1.8. Patologias relacionadas con la obesidad. Modificado de Jung y Choi, 2014.

El tejido adiposo contiene diferentes tipos celulares: preadipocitos, células endoteliales,
células inmunes y, principalmente, adipocitos. Cuando el balance de energia es positivo, el
tejido adiposo almacena este exceso de energia como triglicéridos en las gotas lipidicas de

los adipocitos provocando un aumento en el nimero de éstos (hiperplasia) o aumentando
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su tamafio (hipertrofia). El nimero de adipocitos se establece durante la infancia/
adolescencia, y permanece constante durante la edad adulta, incluso ante una gran
pérdida de peso. El aumento de grasa en la edad adulta, primariamente, es debido a
hipertrofia, aunque la sobrealimentacidn también puede dar lugar a hiperplasia del tejido

adiposo subcutdneo de la parte inferior del cuerpo (Tchoukalova et al, 2010).

El aumento del tejido adiposo resulta en infiltracion de macréfagos y desequilibrio de los
factores pro y anti-inflamatorios secretados por este tejido. Las consecuencias son
aumento de la inflamacion, deterioro de la sensibilidad a la insulina y desregulacion del
metabolismo lipidico que repercuten negativamente sobre numerosos tejidos, incluidos
higado, corazén y musculo esquelético (Jung y Choi, 2014). El aumento en la liberacién de
acidos grasos libres (AGL) a la circulacion por los adipocitos es uno de los factores criticos
que contribuye al inicio y progreso de las complicaciones metabdlicas inducidas por la
obesidad, como la resistencia insulinica. En la obesidad, el aumento de AGL circulantes
eleva la sintesis de lipidos y la gluconeogénesis a nivel hepatico, y promueve la resistencia
a la insulina tanto en higado como en tejidos periféricos. Los AGL son conocidos ligandos
de los receptores “Toll-Like-4” (TLR4) y estimulan fuertemente la produccion de citoquinas
en macrofagos y otros tipos celulares modulando la inflamacion del tejido adiposo

(Horowitz et al, 1999; Suganami et al, 2005).

El tejido adiposo blanco, ademdas de un érgano de almacenamiento de energia, es un
organo endocrino reconocido y activo. Segrega multiples mediadores bioactivos o
adipoquinas (quimioquinas, citoquinas y hormonas) cuya desregulacién en la obesidad
contribuye decisivamente al desarrollo de enfermedades metabdlicas al promover
alteraciones en la homeostasis de lipidos y glucosa, la respuesta inflamatoria, la
hemostasia, la presidn arterial, la inflamacién y la aterosclerosis (Rabe et al, 2008; Jung y

Choi, 2014).

La secrecién de quimioquinas y citoquinas pro-inflamatorias se eleva en los individuos
obesos. Varias de ellas, como la proteina quimiotactica de monocitos-1 (MCP-1), el factor
de necrosis tumoral alfa (TNF-a), o las interleuquinas (IL) 1, 6 y 8, promueven la
resistencia a la insulina. El contenido de macréfagos del tejido adiposo se correlaciona

directamente con el tamafio de los adipocitos y el indice de masa corporal (IMC), y la
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expresion de citoquinas pro-inflamatorias derivada mds de macréfagos que de adipocitos.
El aumento del niumero de macréfagos provoca un cambio fenotipico en el estado de
polarizacién de estas células, de anti-inflamatorio (M2) a pro-inflamatorio (M1). Las
células M1 contribuyen a la resistencia a la insulina y las M2 a la remodelacién del tejido
adiposo, aclaramiento de adipocitos muertos, reclutamiento y diferenciacién de
adipocitos progenitores. La pérdida de peso disminuye la infiltracion de macréfagos y la
expresion de genes pro-inflamatorios aterosclerosis (Rabe et al, 2008; Jung y Choi, 2014).
Entre los factores liberados por el tejido adiposo, y valorados en el presente trabajo, se

encuentran TNF-q,, IL-6, leptina y la resistina.

El TNF-a es una citoquina pro-inflamatoria que contribuye a la patogénesis de la obesidad
y a la resistencia a la insulina. Fue el primer factor derivado de adipocitos sugerido como
enlace entre inflamacion, obesidad y diabetes mellitus tipo 2 (DM2). Aunque secretado en
su mayor parte por macréfagos, sus niveles se elevan en la obesidad y se correlacionan
positivamente (aunque de forma débil) con la resistencia a la insulina (RI). Actla
reduciendo la fosforilacion de tirosinas estimulada por insulina tanto del receptor de
insulina como del sustrato del receptor de la insulina tipo 1 (IRS-1) en musculo y tejido
adiposo, pero no en el higado (Katsareli y Dedoussis, 2014). La delecién de TNF-a o de sus
receptores mejora la sensibilidad a la insulina en animales obesos inducidos por la dieta
y/o deficientes en leptina como ob/ob (Rabe et al, 2008). Sin embargo, no modifica la
sensibilidad a la insulina en sujetos sanos con sobrepeso, sindrome metabdlico o Rl, en los
que si mejora el estado inflamatorio. Estos efectos pueden deberse a la implicacién en la
Rl de otras citoquinas secretadas por el tejido adiposo involucradas en la seializacién de la
insulina. Ademas, el propio TNF-a. puede controlar la sintesis y expresion de otras
citoquinas, hormonas y sus receptores, y sus efectos sobre la Rl precisan de la expresién

de IL-6 en tejido adiposo (Sultan et al, 2009).

La IL-6 es una citoquina polifuncional con un papel importante en la Rl asociada a la
obesidad. Aunque es secretada por numerosos tejidos, la generada en el tejido adiposo
representa el 30% de la IL-6 circulante; la hipertrofia de los adipocitos va acompafiada de
la produccion de IL-6. La exposicidn crénica a esta citoquina se correlaciona directamente
con la RI, y sus niveles se elevan en la hiperglucemia. La IL-6 tiene distintas acciones

dependiendo del tejido sobre el que actule. Asi, reduce la sintesis hepatica de glucégeno
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dependiente de insulina y la captacion de glucosa en los adipocitos; por el contrario,
mejora ambos procesos en los miotubos. El mecanismo propuesto para sus acciones es la
reduccién del transportador de glucosa 4 (GLUT4) y del IRS-1 (Katsareli y Dedoussis, 2014).
Los aumentos sistémicos persistentes de IL-6 en los estados de inflamacidn crénica, como
DM2 y obesidad, pueden provocar Rl; sin embargo, los incrementos transitorios pueden
afectar simplemente a la homeostasis normal de la glucosa (Rabe et al, 2008). La IL-6
juega, también, un papel anti-inflamatorio ya que reduce el TNF-a y el INF-y, y estimula el

receptor antagonista de IL-1.

La leptina fue la primera adipoquina caracterizada. Es una hormona peptidica de 16 kDa
codificada por el gen ob y expresada principalmente en tejido adiposo blanco,
especificamente en adipocitos, lo que explica su elevacion en individuos obesos. Entre las
acciones de la leptina estan la regulacion de la homeostasis de energia, de la ingesta de
alimentos y los niveles de varias hormonas y mediadores inflamatorios. Su funcién es
inhibir el apetito a la vez que estimula el gasto de energia. También juega un papel
importante en la homeostasis de la glucosa, mejorando la sensibilidad a la insulina en
higado y musculo esquelético, y regulando la funcién de las células B-pancredticas,
mientras que perjudica la sefalizacién en adipocitos. La leptina tiene efectos pro-
inflamatorios. Tiene una estructura tipo citoquina y su receptor es miembro de la
superfamilia de los receptores de citoquinas de clase | (gp130). Ademas de promover la
producciéon de citoquinas pro-inflamatorias como IL-2 e INF-y, también inhibe la de
citoquinas anti-inflamatorias como IL-4 por células T o mononucleares. Los niveles
circulantes de leptina y su expresidon en tejido adiposo aumentan en respuesta a
citoquinas pro-inflamatorias (TNF-a., IL-1) y LPS. Las relaciones entre leptina e inflamacién
son bidireccionales: las citoquinas pro-inflamatorias aumentan la sintesis y liberacién de
leptina, la cual contribuye a mantener un estado de inflamacién crénica en la obesidad.
Ademas, la leptina promueve la disfuncién endotelial, ya que aumenta el estrés oxidativo
en células endoteliales, promueve la proliferacion y migracién de células de musculo liso y

la calcificacion vascular

El hipotdlamo y los nucleos del tronco encefalico juegan un papel critico en la integracion
de la informacion sobre los alimentos absorbidos, cantidad de energia almacenada en

forma de grasa y los niveles de glucosa en sangre, para asi poder regular la ingesta, el
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almacenamiento de energia o el gasto. La activacion del receptor de la leptina conduce a
la represion de las vias orexigénicas y la induccidn de las vias de anorexigenos (Chehab et
al, 2004). Los cambios en la ingesta de alimentos y la grasa corporal total afectan a la
sensibilidad a la insulina en los tejidos periféricos. En el ndcleo hipotaldmico arqueado, el
encargado de regular el hambre y la saciedad, se expresa especificamente el receptor de
leptina. Los ratones deficientes en este receptor desarrollan hiperfagia severa y obesidad,
aunque la homeostasis de la glucosa sélo sufre una leve alteracion que puede ser
corregida por restriccion caldrica (Bates et al, 2005). La leptina también limita la
acumulacion de triglicéridos en higado y musculo esquelético a través de una combinacién
de la activacion directa de la AMPK y acciones indirectas a través de las vias nerviosas
centrales, mejorando asi la sensibilidad a la insulina. La insulina estimula tanto la
biosintesis como la secrecion de leptina en el tejido adiposo de manera que se establece
un circuito de retroalimentacion endocrino, el llamado "eje adipoinsular" (Kieffer y

Habener, 2000).

La resistina es una adipoquina peptidica de 12,5 kDa miembro de la familia de “moléculas
tipo resistina” de proteinas ricas en cisteina. Estructuralmente es muy similar a la
adiponectina y parece haber un efecto reciproco entre ellas (Katsareli y Dedoussis, 2014).
Al igual que la leptina, es secretada especificamente por adipocitos y promueve tanto la
inflamacion como la Rl en modelos murinos. En humanos es producida y secretada por las
células mononucleares de la sangre periférica, su secrecidon esta estimulada por citoquinas
pro-inflamatorias como TNF-a e IL-6 y, a su vez, la resistina induce la secrecién de estas
moléculas por parte del tejido adiposo blanco y de las células mononucleares periféricas
(Rabe et al, 2008). Los niveles de resistina circulante estan aumentados en ratones obesos
y ésto se correlaciona con la Rl. Seglun Banerjee et al, 2004, la deficiencia de resistina
protege a los ratones de la hiperglucemia inducida por la dieta a través del aumento de
AMPK y disminucion de la expresion de enzimas gluconeogénicas en higado. Ademas, la
resistina inhibe la via de sefializacidn de la insulina en varios pasos e induce la expresion
SOCS-3, un factor inhibidor de esta sefializacion. La resistina interfiere tanto en la cascada
de sefializacion de la glucosa como en las vias de inflamacion, por lo que se puede

considerar un enlace entre la inflamacion y las sefiales metabdlicas (Rabe et al, 2008).
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1.8. ARGININAY OBESIDAD

La L-arginina (Acido 2-amino-5-diaminometilidenoamino pentanoico; o Acido 2-amino-5-
guanidino pentanoico; Figura 1.9) es un aminoacido basico, semiesencial. Su presencia en
proteinas de mamiferos fue descubierta por Hedin en 1895, aunque ya se conocia como
una molécula de origen natural cuyo aislamiento comenzé de las plantulas de lupino

(altramuz) en 1886.

Figura 1.9. ARGININA: Acido 2-amino-5-(diaminometilidenoamino) pentanoico.

El conocimiento actual de la participaciéon de la arginina en diferentes vias metabdlicas
(Figura 1.10) es el resultado de los descubrimientos acumulados en los ultimos afos, y que
han despertado un renovado interés por este aminoacido y sus implicaciones

fisiopatoldgicas (Boger y Bode-Boger, 2001; Stancic et al, 2012).

Uno de estos descubrimientos ha sido la sintesis de la arginina y su posterior hidrélisis en
urea y ornitina, catalizada por la actividad de la arginasa. En 1932, Krebs y Henseleit en su
hallazgo informaron de que la arginina es un componente esencial en el ciclo de la urea,
via hepatica que permite la eliminacion de los excedentes de nitrégeno (amonio;
altamente toxico en su forma libre) del organismo. Sin embargo, la arginasa es una enzima
ubicua y el "subproducto" de la reacciéon que cataliza, la ornitina, es un precursor para la
sintesis de poliaminas, moléculas estas esenciales para la proliferacion y la diferenciacion
celular. En 1939, Foster y su grupo de investigacién descubrieron que la arginina también

se requiere para la sintesis de creatina. En su forma fosforilada (fosfato de creatina), la
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creatina es una fuente de energia esencial para la contraccién muscular. Su producto de
degradacidn, la creatinina, se elimina por filtracidon glomerular en el rifién. En la década de
los 80 se descubridé que el aminoacido arginina es el precursor de éxido nitrico (NO). Y en
los afios 90 fue descubierta la presencia en células de mamifero de arginina decarboxilasa,
enzima que convierte la arginina en agmatina, una molécula cuya funcién fisioldgica sigue

siendo objeto de analisis en la actualidad (Béger y Bode-Boger, 2001).

creatine . -
NG, NG-dimethylarginine

CO, |

/,
agmatine L-arginine >

fumarate @) ©) \%‘ urea

/ ornithine
aspartate WHa NO \

Y

L-citrulline

—* putrescine
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Figura 1.10. Representacion esquematica del metabolismo de la L-arginina. Vias enzimaticas
indicadas por nimeros; 1, biosintesis de 6xido nitrico (NO) a partir de arginina por las NOSs; 2,
sintesis de citrulina a partir de arginina por la arginina deaminasa; 3, conversién de arginina a urea y
ornitina por la arginasa (parte del ciclo de la urea); 4, decarboxilacién de la arginina a agmatina por
la arginina decarboxilasa; 5, metilacién de arginina (incorporada a proteinas) por la proteina arginina
N-metiltransferasa; 6, metabolizacion de la dimetilarginina a citrulina por la dimetilarginina dimetil-
aminohidrolasa. Tomado de Béger y Bode-Boger, 2001.

La arginina es un aminodcido muy versatil desde el punto de vista metabdlico y fisiolégico.
Tiene multiples funciones conocidas, tales como: sustrato de la biosintesis de proteinas y
de péptidos bioactivos, participaciéon en la detoxificacion de amonio, liberacion de
hormonas, y biosintesis de poliaminas y creatina. Actualmente las funciones de la arginina
se han visto incrementadas debido al descubrimiento de su papel como sustrato precursor
del o6xido nitrico, un efector multifuncional implicado en la vasodilatacion,

neurotransmisién, y con actividad antimicrobiana y antitumoral (Teixeira et al, 2003).
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Como se ha mencionado anteriormente, el metabolismo de la arginina incluye su
utilizacion en la via que conduce a la sintesis de las poliaminas putrescina, espermidina y
espermina (Teixeira et al, 2003). Las poliaminas son un grupo de sustancias bdsicas de bajo
peso molecular que estan presentes en practicamente todas las células con muy pocas
excepciones. Desempefian multiples funciones esenciales tanto en la biosintesis de acidos
nucleicos y proteinas, como en la proliferacion y diferenciacion celular (Wallace 1998;

Wallace et al 2003; Algranati et al, 2006; Guasco-Herrera et al, 2014).

Su flexible esqueleto alifatico y su naturaleza policatiénica con cargas positivas
distanciadas entre si (Figura 1.11), les permiten interactuar con diferentes regiones de
macromoléculas o estructuras cargadas negativamente como DNA y RNA,
nucleoproteinas, fosfolipidos, particulas ribosomales y membranas, lo que explica su
participacion en procesos tan diversos como la replicacion del DNA, transcripcién, sintesis
proteica y multiplicacidon celular. La determinacién de los niveles de poliaminas y de la
enzima que cataliza el primer paso de su biosintesis durante el ciclo celular ha mostrado
gque aumentan significativamente en la interfase G1/S y durante G2 antes del comienzo de
la mitosis. Estos resultados confirman la importancia de las poliaminas en la proliferacion

celular (Igarashi y Kashiwagi, 2000; Minois et al, 2011).

Putrescina: H,N-CH,-CH,-CH,-CH,-NH,
Espermidina: H,N-CH,-CH,-CH,-NH-CH,-CH,-CH,-CH,-NH,

Espermina: H,N-CH,-CH,-CH,-NH-CH,-CH,-CH,-CH,-NH-CH,-CH,-CH,-NH,

Figura 1.11. Estructura quimica de las principales poliaminas. Tomado de Algranati et al, 2006.

La sintesis de poliaminas en células eucariéticas se inicia con la decarboxilacién de ornitina
para producir putrescina en una reaccién catalizada por la enzima ornitina decarboxilasa
(ODC) (Figura 1.12). La putrescina, a su vez, puede aceptar sucesivamente uno o dos
grupos aminopropilo formando espermidina o espermina, respectivamente. En estos
casos el dador de grupos aminopropilo es el compuesto S-adenosil metionina

decarboxilada que se forma a partir de S-adenosil metionina. La degradacion intracelular
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de poliaminas se inicia por un proceso de reconversion que consiste en dos etapas:
acetilacion y posterior oxidacién, o una reaccién directa de oxidacién (Pegg, 1986;

Bolkenius y Seiler, 1981; Minois et al, 2011)

S-ADENOSILMETIONINA DRNITINA {ﬂ ARGININA

S-adenosilmetionina ammititg argirita
Decarbozilasza decarhozilasza decarbozlaza
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DECARBOXILADA PUTRESCINA AETANNARE  AGMATINA
{SAMdc)
poliathitia o dass
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(SSAT)
ESPERMIDINA
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/ acetiltransferasa
METIL TIOADE NOSINA ESPERMINA (SSAT)
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Figura 1.12: Metabolismo general de las poliaminas. Tomado de Algranati et al, 2006.

Al igual que ocurre con el NO, para las poliaminas se han propuesto multiples funciones,
algunas de ellas relacionadas con sus efectos pro-proliferativos y antioxidantes que serian,
en cierto modo, opuestos a los del NO. Puesto que la arginina es el sustrato precursor
tanto para la sintesis de poliaminas como para la sintesis de NO, la disponibilidad de
arginina en condiciones fisioldgicas, patoldgicas o clinicamente manipuladas podria
condicionar la funcionalidad de ambas vias. De hecho existen evidencias experimentales
que apoyan un control simultaneo (e inverso) de ambas vias, e incluso del propio

transporte celular de arginina (Durante et al, 1997; Guasco-Herrera et al, 2014).
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Sin embargo, y a pesar de la evidente relacién mencionada a nivel biosintético y funcional
entre poliaminas y NO, el interés investigador por las poliaminas se encuentra relegado a
un segundo plano. Creemos que este hecho viene motivado por el descubrimiento
relativamente reciente del NO (Moncada y Higgs, 1993) y, sobre todo, por la dificultad
para esclarecer los mecanismos bioquimicos por los que realizan las poliaminas sus
multiples funciones. De hecho, desconocemos actualmente el posible significado que
tendrian los cambios en los niveles circulantes de poliaminas en relacion a la patologia

vascular.

Como ya se ha indicado, las poliaminas se elevan en situaciones de proliferacidn celular.
En relacion a las patologias de riesgo vascular, el estudio de las alteraciones del
metabolismo de las poliaminas se ha circunscrito, hasta el momento, a la diabetes y, en
menor medida, a la HTA. La idea que ha surgido de los escasos estudios de que
disponemos es la de que los niveles circulantes de poliaminas podrian reflejar, en cierta
medida, el dafo vascular o la tendencia de las células endoteliales hacia la hipertrofia y la
proliferacion que acompafia a las complicaciones vasculares de la diabetes y la
Hipertension Arterial (HTA) (Seghieri et al, 1992; Seghieri et al, 1997) y, en este sentido,
podrian ser marcadores de dafo vascular, proliferacién celular o reparacion endotelial

activa por la existencia de vasos lesionados.

Ante la falta de datos acerca del nivel de las poliaminas sanguineas en las patologias de
riesgo cardiovascular (RCV) vy, por lo tanto, de su posible relacion con la aparicion de
complicaciones vasculares en estas patologias, nuestro grupo de trabajo ha centrado parte
de sus objetivos en la obtencién de los mismos, y en el estudio de su relacién con ciertos

marcadores de dafio vascular, dafo oxidativo y otros metabolitos de la arginina.

1.8.1. Arginina. Usos terapéuticos y obesidad.

La obesidad es un trastorno metabdlico caracterizado por un aumento en la ingesta
calérica y una disminucién del gasto de energia en relaciéon con el peso corporal. Esta
asociada, en particular la obesidad severa, con trastornos cronicos como el higado graso
no-alcohdlico y diferentes patologias como la diabetes, la enfermedad cardiovascular, la

hiperlipidemia, resistencia a la insulina y esteatosis hepdtica, entre otras (Hassan S, 2013).
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La suplementacién dietética con arginina puede ser necesaria en condiciones especiales
tales como la desnutricidn, la excesiva produccién de amoniaco, quemaduras, infecciones,
didlisis peritoneal, etapas de rapido crecimiento, trastornos de la sintesis de urea, y/o
sepsis. La arginina representa una nueva estrategia para la gestidon de la obesidad y la
diabetes. La suplementacion oral con arginina puede ayudar a los individuos a tratar
factores de riesgo tales como la aterosclerosis, hipercolesterolemia, hipertension,

diabetes mellitus, insuficiencia renal o hiperhomocisteinemia (Hassan S, 2013).

Diferentes estudios en animales y humanos indican que la suplementaciéon con arginina
puede ser una nueva terapia para la obesidad y el sindrome metabdlico actuando a través
de la disminucion de los niveles plasmdaticos de glucosa, homocisteina, acidos grasos,
dimetilargininas y triglicéridos (McKnight et al, 2010). Ademas juega un papel basico en la
detoxificacidon del amonio, y en la produccién de éxido nitrico y creatina. La administracién
de suplementos de arginina es un elemento esencial para el tratamiento en los defectos
del ciclo de la urea, pero actualmente se han planteado algunas ideas, respecto a las dosis
utilizadas en estos tratamientos (Coman et al, 2008). En los ultimos afos, la
suplementacion o restricciéon de arginina se ha propuesto y se ha puesto a prueba en
varios trastornos incluyendo enfermedades vasculares, asma, encefalopatia mitocondrial
con acidosis lactica, aciduria glutarica tipo 1 y trastornos del metabolismo del sistema

creatina-creatinina (Coman et al, 2008).

Diferentes investigadores han indicado que un procedimiento por el cual se puede
aumentar el flujo de dxido nitrico bioactivo en las células endoteliales es proporcionar una
suplementacion del sustrato para su sintesis, es decir, de arginina (Loscalzo, 2004). Esta
opcidén terapéutica fue propuesta en 1992 por Creager y colaboradores que observaron en
individuos hipercolesterolémicos que ingerian suplementos de arginina, una mejoria de la
respuesta vasodilatadora dependiente del endotelio mediada por dxido nitrico. También
Dubois-Rande et al demostraron que la inyeccidn de arginina en arteria coronaria
mejoraba la respuesta vasomotora inducida por o¢xido nitrico. A partir de estas
observaciones iniciales, diferentes estudios han demostrado que el suplemento con
arginina mejora la bioactividad del 6xido nitrico en individuos con factores de riesgo
cardiovascular como hipercolesterolemia, diabetes mellitus e hipertensién, asi como en

individuos con enfermedad aterotrombatica establecida (Revisado en Loscalzo, 2004)
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Los posibles mecanismos por los que el suplemento de L-arginina mejora la funcién

endotelial son muy variados (Tabla 1.9).

Aumento del transporte intracelular

Aumento de los niveles intracelulares

Antagonista competitivo del ADMA

Efecto antioxidante

Estimulacion de la liberacidn de histamina de los mastocitos
Disminucidn de la actividad de norepinefrina

Aumento de la secrecion de insulina

Alteracién en el pH intracelular y la sefalizacion dependiente
del pH

VVVYVYVVYVYYVYY

Tabla 1.9. Posibles mecanismos por los que la suplementacion de arginina podria mejorar la
funcién endotelial. Tomado de Loscalzo, 2004.

1.8.2. Modelos Experimentales de Obesidad.

La obesidad surge de un desequilibrio entre la ingesta y el gasto energético, y constituye
uno de los principales problemas de salud publica. Aunque su etiologia es muy compleja,
diversos factores estdn vinculados a su desarrollo, especialmente el exceso de ingesta
caldrica (Bruder-Nascimento et al, 2011). Actualmente se continda investigando la
composicién adecuada de grasas, carbohidratos y proteinas en regimenes dietéticos para
prevenir y tratar la obesidad (Clemmensen et al, 2012). Las dietas con un alto contenido
proteico aumentan la termogénesis y la saciedad, comparadas con dietas ricas en
carbohidratos. Recientemente se ha demostrado que las dietas ricas en proteinas son

esenciales para la pérdida de peso en los seres humanos (Larsen et al, 2010).

Numerosos nutrientes, ademds de actuar como una simple fuente de energia, actian en
diferentes procesos celulares. Este es el caso de la arginina, un aminoacido
condicionalmente esencial y constituyente natural de las proteinas de la dieta. En este
sentido, existen diferentes modelos experimentales de obesidad, pero la obesidad
inducida por dieta es el modelo experimental mas relevante con relacién a la obesidad

humana (Bruder-Nascimento et al, 2011; Clemmensen et al, 2012).

En diferentes estudios realizados con ratas Zucker (ZFD), un modelo animal de diabetes

tipo 2, que presentan un defecto en el receptor de la leptina y son genéticamente obesas,
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se ha observado que la suplementacién dietética con arginina reducia la adiposidad vy
mejoraba la sensibilidad a la insulina. Estos efectos han sido reproducidos en otros
modelos animales y en individuos diabéticos (Jobgen et al, 2009; McKnight et al, 2010;
Stancic et al, 2012). De acuerdo con estos datos, la administracion de suplementos de
arginina en la dieta podria reducir el aumento de grasa y mejorar la tolerancia a la glucosa

en ratas con obesidad inducida por la dieta (Jobgen et al, 2009).

En este estudio se han utilizado ratones ob/ob. Estos ratones fueron descubiertos como
una mutacién espontanea en 1949 (Linsdtrom, 2012; Nilsson et al 2012) y han sido
utilizados como modelo para mas de mil estudios en diabetes y obesidad (Linsdtrom,
2012). Los ratones ob/ob son un modelo de riesgo cardiovascular caracterizado por portar
de forma autosdmica recesiva la mutacion LepOb localizada en el coddn 105 del gen de la
leptina, en el cromosoma 6. La leptina fue descubierta en 1994 y abrié un nuevo campo de
investigacion en estudios relacionados con el tejido adiposo, como un drgano significativo
para la produccion de hormonas, la regulacién del consumo de alimentos y de eventos
metabdlicos, y también para la regulacion del crecimiento del tejido, inflamacién y funcién

reproductiva (Linsdtrom, 2012).

Cuando hay una mayor ingesta, el exceso de energia se acumula en el tejido adiposo
produciendo un aumento de la masa grasa y, por lo tanto, a un aumento de la secrecién
de leptina. La elevacion de leptina actua sobre el hipotdlamo disminuyendo el apetito, y
sobre el sistema nervioso auténomo estimulando el gasto energético (Figura 1.13;

Granado al 2012).

La mutacién LepOb conduce a la sintesis de leptina no funcional. Dado que la leptina actta
como factor saciante impidiendo la sintesis del neuropéptido Y, cuya funcidon es aumentar
la sensacion de hambre, los ratones ob/ob manifiestan hiperfagia, obesidad,
hiperinsulinemia e hiperglucemia. La elevada ingesta, que lleva a los ratones ob/ob a
padecer obesidad, es una consecuencia directa de la ausencia de leptina funcional, al igual
que el bajo gasto energético que disminuye su actividad fisica. Ademas, tienen dafiada la
termorregulacion y el sistema inmune y son infértiles (Trayhurn et al, 1977; Linsdstrom,

2007). Estas caracteristicas fenotipicas son reversibles completamente por el aporte
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exogeno de leptina o por transfeccién del gen de la leptina. A diferencia de los ratones, en

humanos obesos la presencia de esta mutacién es poco comun (Lindstrém, 2007).

Cerebro/hipotélamao

Inflamacion hipotalamo . Q -_’
Resistencia leptina o~

Leptina ‘

Nivel de grasa

Apetito |
Gasto de energia |

U/

Figura 1.13. Papel de la Leptina. Tomado de Granado et al, 2012.

Los ratones ob/ob presentan hiperplasia de los islotes pancredticos e incremento de
células beta productoras de insulina. La causa directa no es la deficiencia de leptina, sino
la elevada demanda de insulina generada por la gran ingesta de comida y su consecuente
hiperglucemia, la cual es persistente a pesar de la hiperinsulinemia. A nivel bioquimico, la
Rl de los ratones ob/ob es debida a la disminucidon de las vias de sefializacién
dependientes de PI3K que conduce a la desinhibicién de la liberacién de insulina inducida
por glucosa y al aumento de la actividad de la enzima gluconeogénica glucosa-6-fosfatasa

(Lindstrom, 2007; Lindstrém, 2012).

Dado que las mitocondrias juegan un papel fundamental en el metabolismo energético,
muchos estudios sobre la funcién de la leptina en ratones ob/ob y otros modelos se han
centrado en ello. La leptina se encarga de regular el equilibrio entre el almacenamiento de
los lipidos y la oxidacién de los mismos en las mitocondrias (Linsdtrom, 2012). Inhibe la
gluconeogénesis en hepatocitos aislados y aumenta la oxidacion de la glucosa; también
interviene en la regulacion de la termogénesis y otros procesos en los que intervienen
proteinas de desacoplamiento mitocondrial. La produccién de especies reactivas de

oxigeno por las mitocondrias también esta influenciada por leptina (Linsdtrom, 2012).
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En este modelo de obesidad, la importancia del componente dietario ha sido escasamente
estudiado (Young-Sil et al, 2010; Linsdtrém, 2012). Entre los componentes de la dieta cuya
ingesta parece afectar el riesgo cardiovascular se encuentra el aminoacido arginina. En los
ultimos afios, numerosos estudios relacionan a la arginina y sus metabolitos con el
desarrollo, aparicidon y progresiéon de la enfermedad cardiovascular, tanto en humanos
como en animales de experimentacién. De hecho, se propone la arterioesclerosis como
una enfermedad inflamatoria (Lahoz y Mostaza, 2007; Clemmensen et al, 2012)
caracterizada por la disfuncién de las células endoteliales vasculares y una disminucion de
la produccién de oxido nitrico (Sydow y Miinzel, 2003). De acuerdo con el hecho de que la
arginina es el sustrato precursor de, entre otras muchas sustancias, el dxido nitrico, su
administracion a animales (Palm et al, 2007; Oliveira et al, 2007) y humanos (Lucotti et al,
2006; Costopoulos et al, 2007) ha demostrado enlentecer la progresién de la
arterioesclerosis o de los procesos que la componen. Estos efectos en la respuesta
arterioesclerdtica mejoran, ademds, en presencia de antioxidantes. De hecho, tanto las
alteraciones del metabolismo de la arginina como el estrés oxidativo (procesos por otra
parte, estrechamente conectados) son observaciones experimentales ampliamente

constatadas en las patologias de riesgo cardiovascular.
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Objetivos

Los objetivos concretos de nuestro trabajo han sido, utilizando como modelo
experimental de obesidad ratones ob/ob sometidos a alimentacion paralela con sus

controles lean, valorar:

1. Las posibles alteraciones en diferentes vias metabdlicas que comparten la arginina

como sustrato, concretamente, la sintesis de éxido nitrico y poliaminas.

2. El dafio oxidativo a lipidos y proteinas, tanto a nivel sistémico como tisular, mediante

diferentes aproximaciones experimentales.

3. El perfil glucidico vy lipidico y la resistencia insulinica.

4. El grado de inflamacién y los niveles circulantes de adipoquinas.

5. Las relaciones existentes entre estos parametros y su correlacién con diferentes

marcadores de riesgo cardiovascular.

6. Los efectos de la administracion oral moderada de arginina sobre los parametros y

procesos anteriores.
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Material y Métodos

3.1. MATERIAL

3.1.1. Animales y dietas

El presente estudio experimental estda basado en el empleo de ratones obesos
genéticamente seleccionados (cepa C57BL/6) portadores de forma autosdmica recesiva de
la mutacién LepOb localizada en el codén 105 del gen de la leptina, en el cromosoma 6.
Esta mutacion les confiere una serie de caracteristicas como hiperfagia, hiperinsulinismo,
hiperglucemia moderada, expresion de obesidad a las cuatro semanas de edad,
hiperlipemia, insulinorresistencia, regulacion defectuosa de la temperatura corporal,
hiperplasia de adipocitos y deficiencia de leptina, que los hacen especialmente Utiles para
el estudio de la obesidad, diabetes mellitus y metabolismo. En el estudio se han utilizado
ratones homocigdticos (ob/ob) y controles Lean (-/+), ambos suministrados por Harlan
Interfauna Ibérica (Barcelona, Espafia). El nimero total de animales (tamafio muestral)
utilizados en este estudio ha sido de 60 ratones. De ellos, 30 pertenecian al grupo obeso

(ob/ob) y 30 al fenotipo delgado (Lean).

Los ratones, todos ellos machos de 4-5 semanas de edad, tenian pesos comprendidos
entre 20-25 g para el grupo Lean y 28-32 g para el grupo ob/ob, al inicio del experimento.
Los animales, tras su recepcion y aclimatacién a las condiciones del estabulario, fueron
marcados y separados de forma aleatoria en jaulas metabdlicas (Tecniplast, modelo 1700,
Letica, Barcelona) en grupos de 5 ratones. Durante todo el periodo experimental los
ratones estuvieron sometidos a periodos alternantes de luz/oscuridad de 12 horas en una
atmésfera controlada del 60% de humedad y 22-24 °C de temperatura. Desde su
recepcion en el estabulario, y hasta el final del periodo experimental, los animales fueron
alimentados con dieta estandar de laboratorio (Dieta A04, Panlab S.L, Barcelona) cuya

composicidn detallada se muestra en la Tabla 3.1.

El acceso a la dieta se mantuvo “ad libitum” durante la primera semana de adaptacién a
las condiciones de las jaulas metabdlicas. Tras este periodo, a cada grupo se le asigné
suplementacion o no con arginina (1% en el agua de bebida) dando lugar a los siguientes

cuatro grupos experimentales en los que se basa el presente estudio (Tabla 3.2):
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CONTROL DE LA CALIDAD NUTRITIVA %
Humedad 12,0
Proteina 15,4
Grasa 2,9
Glucidos 60,5

- Azlcares totales 2,5

- Almidon 41,0

Fibra 3,9

Minerales 53
ENERGIA ESTIMADA Kcal/Kg

- Seglin analisis 3173

- Seglin formula 3100

AMINOACIDOS mg/ Kg
Lisina 7700
Metionina 2800
Treonina 5400 | ACIDOS GRASOS mg/Kg
Triptofano 1900 | Acido Palmitico 4600
Arginina 9100 | Acido Palmitoleico 390
Metionina + Cistina 5900 | Acido Estedrico 1300
VITAMINAS /Kg | Acido Oleico 6500
Vitamina A (U.L.) 15000 | Acido Linoleico 13900
Vitamina D3 (U.l.) 1500 | Acido Linolénico 1300
Vitamina E (mg) 20
Vitamina K (mg) 2
Vitamina B1-Tiamina (mg)

Vitamina B2-Riboflavina (mg)

Vitamina B3-Niacina (mg) 20 | MINERALES mg/Kg
Vitamina B5-Acido Pantoténico (mg) 15 | Calcio 8800
Vitamina B6-Piridoxina (mg) 4 | Fésforo 5900
Vitamina B8-Biotina (mg) 0,1 | Cloro 3100
Vitamina B9-Folacina(mg) 1 | Sodio 2500
Vitamina B12-Cobalamina (mg) 20 | Potasio 6250
Colina (mg) 500 | Magnesio 1400

Tabla 3.1. Composicion de la dieta estandar de laboratorio utilizada en el estudio (Dieta A04,

Panlab S.L, Barcelona). Datos suministrados por el fabricante.

e Grupo 1 (Control): Ratones lean alimentados con dieta estandar.

e Grupo 2 (Control + Arg): Ratones lean con dieta estandar y 1% de arginina

anadida en el agua de bebida.

e  Grupo 3 (ob/ob): Ratones ob/ob alimentados con dieta estandar.

e Grupo 4 (ob/ob + Arg): Ratones ob/ob con dieta estandar y arginina al 1%

anadida en el agua de bebida.
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Grupo experimental Fenotipo Arginina 1%
Control Lean NO
Control + Arg Lean Sl
Ob/ob ob/ob NO
Ob/ob + Arg ob/ob Sl

Tabla 3.2. Caracteristicas de los grupos experimentales del presente estudio. La Arginina (Arg) se
administré como una solucién al 1% (L-Arginina monohydrocloruro, Fluka) disuelta en el agua de
bebida.

A los ratones se les mantuvo con esta dieta durante cuatro semanas, ajustando
diariamente la cantidad de comida a la del grupo de menor ingesta (alimentacién “pair-
fed” por grupos) con el fin de disminuir la influencia debida a la ingesta. La disponibilidad
de agua se mantuvo “ad libitum”. Se controlaron diariamente la ingesta de agua, comida y
la excrecion de orina. Semanalmente se determiné el peso de los ratones para comprobar
la evolucidn del peso corporal y se tomaron muestras colectivas de orina de cada grupo

para su analisis ulterior.

A las cuatro semanas de tratamiento se procedidé al sacrificio de los animales por
exanguinacién, previa sedacién con halotano, en orden aleatorio para evitar las

interferencias ocasionadas por las diferencias en el tiempo transcurrido hasta el sacrificio.

3.1.2. Obtencidn y procesamiento de las muestras de sangre, plasma y orina

Las muestras de sangre (habitualmente > 1 mL) se obtuvieron en el momento del sacrificio
por puncion intracardiaca utilizando jeringuillas tratadas con heparina de litio (Figura 3.1).
El plasma se obtuvo a partir de la sangre total heparinizada por centrifugacién a 600xg 10
min a TA, e inmediatamente se transfirié a tubos eppendorf que se mantuvieron a -802C

hasta los correspondientes analisis.

El precipitado de células sanguineas obtenido tras la centrifugacién se mezclé con un
volumen de 4cido perclérico 1M igual al del plasma recogido. La mezcla se agitd

vigorosamente en vortex y, tras 15 minutos a 0-42C para precipitar las proteinas, se
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centrifugd a 15000xg 10 min. El sobrenadante acido asi obtenido se transfirié a otro tubo

eppendorf que se mantuvo a -802C hasta la determinacién de poliaminas.

Figura 3.1. Sedacién de los ratones con halotano y extraccién de sangre por puncidn intracardiaca.

Las muestras de orina de 24 h se recogieron semanalmente, se centrifugaron (1500xg, 5

min) y se conservaron a -802C hasta la determinacién de los parametros urinarios.

3.1.3. Obtencidn y procesamiento de drganos y tejidos

En la extraccion y procesamiento de los tejidos participaron 3 personas, lo que permite
completar el proceso en un tiempo maximo estimado de 10 min/animal. Una de ellas
anestesié al animal, procedié a la extraccién de la sangre por puncién intracardiaca,
secciond la pared abdominal y extrajo los tejidos en el siguiente orden: pancreas, higado,
corazon, rifiones, grasa abdominal, testiculos, grasa retroperitoneal, aorta toracica,

corazén y musculo de las extremidades posteriores (muestra).

Mientras tanto, una segunda persona proceso la sangre, pesé y fracciond los tejidos, y
distribuyd las muestras tisulares en tubos adecuados para su procesamiento en funcion de
los diferentes analisis a realizar. La tercera persona se encargd de dicho procesamiento.
Asi, para la obtencién posterior de RNA, las muestras de tejido (<100 mg) se
homogeneizaron inmediatamente en 1 mL de Trizol (solucién monofasica de fenol e

isotiocianato de guanidina; InvitrogenTM, Carlsbad, CA, USA) con un homogeneizador
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Ultra-Turrax a mdaxima velocidad, se transfirieron a tubos eppendorf, y se congelaron

rapidamente a -802C.

Para la determinacidn de proteinas y marcadores de dafio oxidativo las muestras de tejido
se homogeneizaron en tampdn fosfato potasico 0,1 M pH 7,5 (2 voliumenes para la grasa y
5 voliumenes para el resto de tejidos) a 42C con un homogeneizador Ultra-Turrax a maxima
velocidad. Los extractos obtenidos se centrifugaron (49C, 15000xg, 5 min) y el
sobrenadante neutro se transfirid a tubos eppendorf para su almacenamiento a -802C

hasta los correspondientes analisis.

Paralelamente, las muestras destinadas al analisis de poliaminas se homogeneizaron a 0-
4°C en 4 voliumenes de HCIO, 0,4 M (volumen minimo 0,5 mL) con un homogeneizador
Ultra-Turrax a maxima velocidad. Los extractos se mantuvieron un minimo de 15 min a 0-
49C para precipitar las proteinas y se centrifugaron a 42C durante 10 min a 15000xg. El
sobrenadante acido resultante se transfirio a tubos eppendorf que se almacenaron a

-802C hasta los analisis de poliaminas mediante HPLC.

3.1.4. Aparatos y Equipos

> Espectrofotémetros: Ultrospec 2000 (Pharmacia Biotech); LK Ultra Plus 4054
(Pharmacia Biotech), Shimadzu UV-160 (Shimadzu GMBH).

> Centrigufas: Centrifuga refrigerada Heraeus, modelo Megafuge 10R; Centrifuga

de mesa Eppendorf Hettich, modelo EBA12/12R; Centrifuga de mesa ALC, modelo 4206.

> Balanzas: Balanza electrénica Mettler, modelo PJ 360; Balanza electrénica
Sartorius, modelo BP 610; Balanza de precision Pacisa, modelo Precisa; Balanza de

precision AND, modelo GR-200.

> Sistema de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC): Compuesto por una
bomba binaria 1525, un detector de fluorescencia multicanal 2475, y un detector de
absorbancia multi-A 486, en interfaz con el programa informatico EmpowerTM/

Millennium32 (Waters, Milford, MA, USA).
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> Termociclador: Thermal Cycler 2720 de Applied Biosystems (Carlsbad, CA, USA).

> Sistema de PCR en tiempo real: Fast Real-Time PCR system 7900HT de Applied
Biosystems (Carlsbad, CA, USA).

> Otros materiales/equipos: Sistema de concentracidon/secado bajo centrifugacion
y vacio Eppendorf Concentrator Plus; Homogeneizador-dispersador Ultra-Turrax IKA,
modelo T25; Sistema de tratamiento de agua Mili-RO/Mili-Q de Millipore para la
obtencion de agua de calidad reactivo; Bafios termostaticos de temperatura regulable de
Selecta, modelos JP, Precisterm, Unitronic $320-100 y Unitronic 6320-100; pHmetro
Crison, modelo 2001; Agitadores magnéticos con calefaccién Bibby, modelo HB 502;
Agitadores manuales de tubos vortex IKA, modelo MS 1; Congelador vertical Liebherr,
modelo GSD-3005-11 SN; Refrigerador Liebherr, modelo KS-3610-11 SN-T; Material

habitual de laboratorio.

3.2. METODOLOGIA

3.2.1. Parametros bioquimicos generales

3.2.1.1. Determinacion de Glucosa

La determinacion de este pardmetro se llevd a cabo empleando el kit comercial para
quimica clinica Glucose-TRc de SPINREACT S.A. (Girona, Espafia). Se trata de un ensayo
enzimatico-colorimétrico basado en la oxidacién de la glucosa a acido glucénico por accién
de la glucosa oxidasa. En la reaccién se genera perdxido de hidrégeno (H,0,) que es
detectado mediante un aceptor cromogénico de oxigeno (fenol-ampirona), en presencia
de peroxidasa. La intensidad del color formado a 505 nm es proporcional a la
concentracion de glucosa presente en la muestra ensayada. En nuestras determinaciones,

el volumen final del ensayo se redujoa 1 mLy el de muestra a 5 uL.

3.2.1.2. Determinacion de Colesterol total

Se determind mediante el kit comercial para quimica clinica Colesterol-LQ de SPINREACT

S.A. Se trata de un ensayo colorimétrico basado en tres reacciones enzimaticas
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secuenciales. La primera de ellas, catalizada por la colestrol esterasa, hidroliza los ésteres
de colesterol a colesterol y acidos grasos libres. En la siguiente reaccién la colesterol
oxidasa oxida el colesterol a 4-colestenona y perdxido de hidrogeno el cual es detectado,
en presencia de peroxidasa, gracias al aceptor cromogénico de oxigeno 4-aminofenazona
y fenol. La absorcién del croméforo quinoneimida formado se determiné a 505 nm. El

volumen final del ensayo se redujo a 1 mLy el de muestraa 5 L.

3.2.1.3. Determinacion de HDL-colesterol (HDLc)

Para su determinacidon se utilizé el kit comercial para quimica analitica HDLc-D de
SPINREACT S.A. que permite la determinacién directa del colesterol unido a lipoproteinas
de alta densidad sin necesidad de precipitacién o centrifugado de la muestra. El método
se basa en las propiedades de un detergente que solubiliza sélo la fraccion HDL, de forma
que el HDLc se libera reaccionando con la colesterol esterasa, la colesterol oxidasa y el
cromogeno (4-aminoantipirina). Las lipoproteinas LDL, VLDL y quilomicrones son inhibidas
debido a la adsorcion del detergente en sus superficies, haciéndolas resistentes a las
enzimas. La intensidad del color formado es proporcional a la concentracién de HDLc en la
muestra ensayada. En nuestras determinaciones, el volumen final del ensayo se redujo a
0,8 mL y el de muestra a 5 pl, y se determind la absorcion a 600 nm (rango 6ptimo 600-

700 nm).

3.2.1.4. Determinacion de triglicéridos (TG)

Este parametro se determind empleando el kit enzimatico-colorimétrico comercial para
quimica analitica Triglycerides-LQ de SPINREACT S.A. El procedimiento estd basado en la
liberacidn de glicerol y 4cidos grasos libres a partir de los triglicéridos por la lipoprotein
lipasa, la fosforilacién subsiguiente del glicerol por la glicerol quinasa y, finalmente, la
formacién por la peroxidasa de un croméforo rojizo (quinoneimida) a partir del H,0,
generado en la reaccién anterior y en presencia de p-clorofenol y 4-aminofenazona. En
nuestras determinaciones el volumen final del ensayo se redujoa 1 mLy el de muestraa 5

pL, determinandose la absorcién a 505 nm.
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3.2.1.5. Determinacion de creatinina

En la determinacién de creatinina en orina se empled el kit comercial para quimica clinica
Creatinine-Je de SPINREACT S.A. El método estd basado en la reaccidon de la creatinina con
el picrato en medio alcalino descrita por Jaffé, en la que se genera un complejo coloreado
cuya intensidad es proporcional a la concentracién de creatinina en la muestra (Dubnoff,
1957). En nuestras determinaciones se utilizd la modalidad a punto final del
procedimiento con un volumen de muestra de 5 pL, un volumen total de ensayo de 1,25

mL, 20 min de incubacion a 252C y registro de la absorcion dptica a 520 nm.

3.2.1.6. Determinacion de proteinas

La determinacion del contenido proteico de las muestras se realizé por el clasico
procedimiento de Lowry (Lowry et al, 1951). Este método combina el color generado por
la unién de iones Cu®* a los grupos amino de los enlaces peptidicos con el obtenido de la
reduccién en medio basico de los grupos fendlicos de la tirosina por el reactivo de Folin-
Ciocalteau (acido fosfomolibdotungtico). En el procedimiento, la adicion de un detergente
permite incrementar la exposicion de los grupos reactivos y los iones Cu®* son mantenidos

en solucion alcalina en forma de complejos con tartrato.

Se determinaron proteinas solubles en los sobrenadantes neutros de las muestras (véase
apartado 3.1.3. sobre obtencién de drganos y tejidos). Para el ensayo se utilizaron
habitualmente 10 pL de una dilucién 1/10 de los extractos, excepto para aorta y corazon
en los que se emplearon directamente 40 y 10 ulL, respectivamente. Las muestras se
llevaron con agua hasta un volimen de 400 pl y se les afiadieron 1,2 mL de una solucién
de carbonato sddico (20 g/L), hidréxido sédico (4 g/L), SDS (10 g/L) y sulfato de cobre (0,4
g/L) preparada inmediatamente antes de su uso. Tras 45 min a TA, se adicioné el reactivo
de Folin (60 L), y se continud la incubacién durante 45 min adicionales. Finalmente se
procedié a la lectura de la absorbancia a 660 nm, interpoldndose los valores obtenidos en
una curva patron de BSA (0-100 pg) procesada paralelamente con las muestras

experimentales. Todas las determinaciones se realizaron por duplicado.
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3.2.2. Andlisis del metabolismo de la arginina

3.2.2.1. Determinacion de nitrato y nitrito.

La cuantificacion de la produccién de dxido nitrico se valord por los niveles plasmaticos y
urinarios de nitrato + nitrito (NOx), de acuerdo con el procedimiento descrito por
Moshage et al (1995). Se trata de un método colorimétrico basado en la reaccion del
nitrito con el reactivo de Griess, y que requiere de la transformacién previa del nitrato en
nitrito (quimica o enzimdticamente). En nuestro procedimiento hemos seguido la
modalidad enzimdtica utilizando nitrato reductasa de Aspergillus spp (cristaling;
Boehringer Mannheim, Mannheim, Alemania). Este enzima requiere para su
funcionamiento diferentes cofactores como FAD y NADPH, y el exceso de este ultimo
interfiere con el desarrollo posterior del color. Para eliminar esta interferencia, tras la
conversion del nitrato en nitrito, se anadieron al medio de reacciéon lactato
deshidrogenasa (LDH) y piruvato que permiten la conversién del piruvato a lactato en
presencia de NADPH. Finalmente, el nitrito reacciona con los componentes del reactivo de
Griess (acido sulfanilico y naftiletilendiamina en medio acido) generando un cromoéforo
diazoico (p-sulfobenceno-azo-a-naftil-amina) que absorbe fuertemente a 540 nm (e= 39,5

x10° M™* cm'l).

Para evitar interferencias, todo el procedimiento se realizé con material de plastico lavado
cuidadosamente con agua Milli-Q de grado reactivo. Las determinaciones se realizaron
utilizando 50 pL de plasma o 10 pL de orina que se incubaron en tubos eppendorf, en un
volumen final de 510 uL, con NADPH, FAD vy nitrato reductasa (50 uM, 5 uM y 0,16 U/mL
concentracion final, respectivamente) en tampdn fosfato potasico 50 mM pH 7,5. Las
muestras se incubaron 20 min a 37°C, afadiéndose a continuacién 30 pL de lactato
deshidrogenasa (0,2 mg/mL en tampdn fosfato potdsico 0,15 M pH 7,5) y 30 ulL de
piruvato sédico 0,2 M, continudndose con la incubacidon durante 5 min en las mismas
condiciones. Seguidamente se procedié a la eliminacién de las proteinas de las muestras
mediante precipitacién (adicion de 30 pL de sulfato de zinc; 300 g/L) y centrifugacion
(15000xg, 5 min) tras 15 min a 0-4°C. Finalmente, se recuperaron 500 pL del sobrenadante
que se transfirieron a otro tubo eppendorf conteniendo 500 pL del reactivo de Griess (1
g/L de sulfanilamida, 0,1 g/L de N-(1-naftil)-etilendiamina y 25 g/L de acido fosférico;

preparacién inmediata antes del ensayo). La absorbancia a 540 nm de la mezcla se
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determind tras 15 min a TA, y los valores se interpolaron en curvas patrén construidas con
cantidades conocidas de nitrato para el cdlculo de las concentraciones de nitrato en las

muestras procesadas. El limite de deteccién del ensayo fue del orden de 1,5 uM.

3.2.2.2. Determinacion de poliaminas

El procedimiento utilizado es el descrito previamente (Brachet et al, 1996; Teixeira et al,
2002) con ligeras modificaciones. Este método se basa en la reaccion de los grupos amino
de las poliaminas (y de otros compuestos que los contengan) con el cloruro de dansilo en
medio alcalino (pH 9-11) para generar derivados dansilados fluorescentes que pueden ser
identificados y cuantificados posteriormente mediante HPLC de fase reversa y deteccion
fluorescente. La reaccidn se realiza en presencia de un exceso de cloruro de dansilo que
finalmente es eliminado mediante adicién de un exceso de L-prolina. Previamente a su
analisis mediante HPLC, los derivados dansilados de las poliaminas son extraidos con
tolueno aprovechando su alta solubilidad en solventes organicos. Todos los reactivos
utilizados en nuestras determinaciones fueron de la mas alta pureza comercialmente

disponible de Sigma Chemical Co (St. Louis, MO, USA) y Riedel-de-Haén (Seelze, Alemania).

En las determinaciones se utilizaron 100 uL del sobrenadante acido de los 6rganos vy
tejidos seleccionados (corazén, aorta, grasa abdominal y retroperitoneal; ver obtencién de
drganos y tejidos, apartado 3.1.3) o de sangre total acidificada (ver obtencién de sangre y
plasma, apartado 3.1.2). Estas muestras se alcalinizaron con 200 uL de carbonato sédico
saturado y, seguidamente, se derivatizaron con 400 L de cloruro de dansilo (10 mg/mL
en acetona) mediante incubacion durante 90 min a 552C en oscuridad y con agitacidon
ocasional (vortex). Transcurrido este tiempo se afiadieron 100 plL de solucion de L-prolina
(100 mg/mL) y se prosiguié con la incubacion otros 30 min en las mismas condiciones. La
extraccion de las poliaminas dansiladas se realizé con tolueno (800 L totales en dos pasos
de 500 y 300 pl) bajo agitacion vigorosa y ulterior centrifugacion (100xg, 5 min). Las
fracciones de tolueno se recuperaron, se secaron bajo vacio y se guardaron en oscuridad a

-802C hasta el momento de su analisis cromatografico.

Para el analisis mediante HPLC, el residuo se disolvié en acetonitrilo (50 pL en el caso de
organos vy tejidos y 100 pL para la sangre total), se centrifugd (15000xg, 3 min), y se

inyectaron 20 uL del sobrenadante en el sistema cromatogrédfico. En cada analisis se
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procesd paralelamente una muestra patrén con cantidades conocidas de las tres

poliaminas a determinar.

En los analisis de las poliaminas mediante HPLC se utilizd un sistema cromatografico
Waters equipado con columna (Nova-Pack C;5 (3,9 x 150 mm, 4 um) y precolumna (Nova-
Pack Cyg; 3,9 x 20 mm, 4 um) de fase reversa. Para la elucién se utilizé un gradiente lineal
de 40 min entre 100% de acetonitrilo-agua (60:40) y 100% acetonitrilo a 1,5 mL/min y TA.
Las poliaminas dansiladas se detectaron fluorimétricamente (excitacion y emisién 338 y
510 nm, respectivamente) y se identificaron por sus tiempos de retencidon. En la
cuantificacién se utilizé el area de los picos, relativa a la de los patrones procesados
paralelamente con las muestras experimentales. Todas las determinaciones se realizaron
por duplicado. En la Figura 3.2. se muestran cromatogramas representativos de los

resultados obtenidos mediante el procedimiento descrito.

3.2.3. Evaluacion del daino oxidativo

3.2.3.1. Determinacion de malondialdehido (MDA; TBARM)

El MDA es uno de los productos finales del dafio oxidativo inferido a los lipidos por su
exposicion a radicales libres, y uno de los marcadores mds fiables y utilizados para valorar

el estrés oxidativo (Karatas et al, 2002).

Su cuantificacion se realiza habitualmente de forma espectrofotométrica a través del
complejo coloreado que se forma entre el MDA vy el acido tiobarbiturico (TBA,-MDA), y
que absorbe fuertemente a 532 nm (g=1,5 x 10° M* cm'l). Sin embargo, dado que esta
reaccion no es especifica para el MDA, la simple determinacion espectrofotométrica tras
la reaccion con el TBA no cuantifica especificamente el MDA, sino el conocido como
“material reactivo con TBA” (TBARM). Para la determinacidn especifica del complejo TBA,-
MDA se requiere su ulterior separacién mediante HPLC, técnica utilizada en este estudio
para la valoracién de los niveles plasmaticos de MDA (Mateos et al, 2005). La
cuantificacién de MDA mediante HPLC esta recomendada debido a su elevada sensibilidad
analitica y especificidad (Karatas et al, 2002). En el presente trabajo hemos determinado

los niveles tanto de TBARM como los de MDA. Para la determinacion del TBARM en las
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muestras tisulares se utilizaron las condiciones de Santos et al (1980). En orina se siguio el

procedimiento de L’Abbé et al (1991) y Wander et al (1996).

=X
= h
] e <0 =
1 5 [ £
= = =
v =2 14 o
= o. w w
: g & o PATRON
E w w
s
%
3
3
8 g
NN E b - | I
= = =f - sf - B
;J it H’jumhﬂu s 2
CORAZON .  GRASA
= ABEDOMINAL
z 2 z
B bl =
2 - g
g £ g -
w E =
2 5
s
& =
2 - g
= =afs& af et
= 5% -3 3 - §
E £ £ =
z
5 AORTA
e GRASA
-1 o
B RETROPERITONEAL
z
. g
£ g
2 g
I 2
g b
£ 8 g s 8
z e 3 =
8 " 5 5
Z = e -
@ g =
=] 2 =
g g % g
2 £ - 1 £

Figura 3.2. Cuantificacion de poliaminas mediante HPLC. Cromatogramas ilustrativos de muestra
patron y muestras de los tejidos analizados. Se indican los tiempos de retencion (min) de cada
poliamina y su nombre correspondiente. La cantidad de putrescina, espermidina y espermina
inyectadas en la muestra patrén fue de 0,25 nmoles.
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Para las determinaciones en tejidos (homogeneizados neutros, ver obtencion de érganos y
tejidos apartado 3.1.3) se tomaron 50 pL de la muestra a ensayar o de patron
(Tetrametoxipropano; TMP 0-200 uM) y se mezclaron con 0,25 mL de suero fisioldgico, 0,5
mL de TCA 100% (p/v; en HCl 0,6 M) y 0,1 mL de TBA 0,12 M (en Tris-HCI 0,26 M, pH 7,0).
Las muestras se incubaron 30 min a 100°C, se enfriaron en agua (5-10 min), se diluyeron
con 1,1 mL de agua, y se centrifugaron a 900xg durante 5 min. A continuacién se
determind la absorbancia a 532 nm del sobrenadante a partir de la cual se calculd la
concentracion de TBARM por interpolacién en la curva patrén de TMP realizada

paralelamente.

Para las determinaciones en orina se tomaron 0,1 mL de orina o patréon (TMP) que se
mezclaron con 0,2 mL de SDS 0,3 M, 1,5 mL de acido acético 3,5 M (pH ajustado 3,5 con
NaOH), 1,5 mL de acido tiobarbiturico 60 mM y 25 plL de hidroxitolueno butilado (BHT 2
mM; en metanol). El volumen final se ajustd a 5 mL con agua. Las muestras se incubaron
durante 1h a 100°C, se enfriaron en agua (5-10 min) y centrifugaron (900xg, 5 min), tras lo
que se midié la absorbancia del sobrenadante a 532 nm. Los calculos se realizaron, al igual
que en las muestras de plasma vy tejidos, a partir de la curva patrén de TMP realizada

paralelamente al ensayo.

Todas las determinaciones se realizaron por duplicado. En todos los casos, la
concentracion de TBARM se calculé como equivalentes de malondialdehido usando el
coeficiente de extincién indicado para el complejo MDA-TBA,, comprobado bajo nuestras
condiciones experimentales con curvas de calibracion (0-100 pM) realizadas

paralelamente con TMP.

Determinacion especifica de MDA en plasma mediante HPLC: Para la obtencion del
complejo TBA,-MDA 50 pL de plasma o estandar (1-50 uM MDA) se mezclaron con 500 pL
de tampodn acetato sédico 2 M pH 3.5 conteniendo TBA 0,2% (p/v), y se incubaron durante
60 min a 952C. En este paso se produce la hidrdlisis de los lipoperdxidos y la consiguiente
liberacion de MDA, que se conjuga con el TBA. A continuacién se afiadieron 500 pL de
tampdn fosfato potdsico 50 mM pH 6.8 a cada muestra vy, tras agitar, se centrifugaron
durante 5 min a 10000xg a 4°C. A continuacion, 200 pL del sobrenadante obtenido se

mezclaron con 200 pL de tampdn fosfato potasico 50 mM pH 3.5, se agitaron y
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centrifugaron nuevamente durante 5 min a 10000xg y 49C. Se inyectaron 25 uL del
sobrenadante obtenido en el sistema cromatografico para realizar la cuantificaciéon del
complejo TBA,-MDA por HPLC. En cada analisis se realizd paralelamente una curva patrén

con cantidades conocidas de MDA.

En la determinacion cromatografica (HPLC) del MDA se utilizd una columna de fase
reversa Spherisorb Cyg (4,6 x 250 mm, 5 um; Waters) lavada y acondicionada con una
mezcla de acetonitrilo/agua (80/20). Tras la inyeccidn, se aplicé una elucién isocratica con
tampén fosfato potasico 50 mM pH 6.8/acetonitrilo (90/10) a una velocidad de flujo de
1,2 mL/min y TA. El complejo TBA,-MDA se detectd espectrofotométricamente a 532 nm
y se identificé por su tiempo de retencidn (2-2,2 min), determinado en las muestras
patrén procesadas paralelamente, y corroborado por co-elucién del pico tras la inyeccién
de muestras mixtas (patrones-muestras experimentales). Para la cuantificacion se utilizo el

area del pico, relativa a la de los patrones.

3.2.3.2. Determinacién de grupos —SH proteicos

Las proteinas constituyen el mayor acerbo celular de grupos —SH y, en su forma reducida,
resultan esenciales para la funcionalidad proteica. Sin embargo, son muy sensibles a la
oxidacién en presencia de ROS por lo que su cuantificacion constituye un marcador
establecido de dafio oxidativo a las proteinas. El procedimiento mas ampliamente
utilizado para su cuantificacion es el de Ellman (1959). Se trata de un método
espectrofotométrico basado en la oxidacién de los grupos SH con un disulfuro simétrico
(acido 5-5’-ditiobis [2-nitrobenzoico]; DTNB; reactivo de Ellman) que, al reducirse, genera
un disulfuro mixto y un anién tiolato (5-tio-2-nitrobenzoato; TNB) que absorbe

fuertemente a 412 nm (¢=13,6 x 10° M™" cm™).
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Figura 3.3. Férmula quimica del reactivo de Ellman: Acido 5,5 -ditiobis(2-nitrobenzoico) (DTNB).

74



Material y Métodos

Nuestras determinaciones de grupos SH en proteinas tisulares se realizaron utilizando 20-
50 pL de los sobrenadantes de los homogeneizados neutros de los diferentes drganos y
tejidos (véase apartado 3.1.3), en un volumen final de ensayo de 1 mL, conteniendo
tampdn Tris-HCI 0,1 M pH 8,0 y DTNB 0,25 mM. La absorcion de la muestra a 412 nm se
registrd, tras 30 min a TA, frente a un blanco de tampdn de ensayo (Tris-HCl 0,1 M pH 8,0).
La absorcion inespecifica de las muestras de plasma se eliminé procesando paralelamente
duplicados de las mismas sin DTNB. La solucion de DTNB (10 mM) se prepard diariamente

antes del uso en tampdn Tris-HCI 0,1 M pH 8,0

Todas las determinaciones se realizaron por duplicado y directamente en cubetas de
espectrofotdmetro de 1 mL. Los cdlculos se realizaron a partir de las absorbancias netas
utilizando el coeficiente de extincién molar del TNB a 412 nm y pH 8,0 (Gergel y

Cederbaum, 1997).

3.2.3.3. Determinacion de Productos Avanzados de Oxidacion Proteica (AOPPS)

El término “productos avanzados de oxidacion proteica” (AOPPs) fue introducido por
Witko-Sarsat en 1998 para designar a la mezcla de productos de oxidacién, fragmentacion,
entrecruzamiento y agregacion de las proteinas producidos como consecuencia de su
ataque por radicales libres. El componente mayoritario de los AOPPs son proteinas con un
contenido incrementado de grupos carbonilo (-CO), uno de los pardmetros mas

ampliamente utilizados de oxidacidon proteica (Levine et al, 1990).

El rasgo quimico diferencial de los AOPPs es su capacidad para reaccionar con el yoduro
potasico en medio dcido generando yodo diatdmico. Esta reaccidn va acompafiada de un
aumento de la absorcidn a 340 nm que puede ser utilizado para su cuantificacion (Witko-

Sarsat et al, 1998).

Para las determinaciones, 10-50 pL de los sobrenadantes de los homogeneizados neutros
de los diferentes érganos y tejidos (véase apartado 3.1.3) se llevaron con tampdn fosfato
sédico 10 mM pH 7,4 hasta un volumen final de 1 mL, y se le afiadieron 100 pL de acido
acético glacial. La mezcla se agité vigorosamente en vortex y se leyd su absorbancia a 340

nm. Una nueva lectura de la absorcién a 340 nm se realizé inmediatamente tras la adicién
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a la mezcla de 50 pL de yoduro potdsico y agitacion vigorosa en vortex. Todas las

determinaciones se realizaron directamente en cubetas de espectrofotémetro de 1 mL.

El calculo de la concentracion de AOPPs se realizd interpolando los valores netos de
absorbancia (diferencia de la lectura después y antes de la adicién del yoduro potasico) en
una curva patrén de cloramina T (0-500 uM) realizada paralelamente al desarrollo de las

muestras y en las mismas condiciones.

3.2.3.4 Determinacidon de 8-isoprostano

Los isoprostanos son una familia de eicosanoides de origen no enzimatico producidos por
la oxidacion aleatoria del acido araquiddnico de los fosfolipidos por ROS (Figura 3.4). Son
cuantificables en plasma y orina y sus niveles se elevan en condiciones de estrés oxidativo.
Uno de los isoprostanos, el 8-isoprostano (8-iso-prostaglandina F2a), ha demostrado tener
actividad bioldgica, siendo un potente vasoconstrictor pulmonar y renal. Sus niveles se
han propuesto como un marcador de deficiencia antioxidante y estrés oxidativo,

elevandose en fumadores muy asiduos (Janicka et al, 2010).
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Figura 3.4. Generacion de 8-isoprostano y malondialdehido (MDA) durante la oxidacion aleatoria
del acido araquiddnico de los fosfolipidos tisulares por ROS. Tomado de 8-isoprostane EIA, Cayman.
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En nuestro estudio, los niveles plasmaticos y urinarios de 8-Isoprostano se cuantificaron
mediante enzimo-inmuno ensayo (EIA) competitivo (Cayman Chemical Company; Ann
Arbor, MI, USA) en placas de 96 pocillos. Este ensayo se basa (Figura 3.5) en la
competencia entre el 8-isoprostano de la muestra y un conjugado de 8-isoprostano-
acetilcolinesterasa (AChE; Tracer) por un numero limitado de sitios de unién para 8-

isoprostano (antisuero de conejo para 8-isoprostano)
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Figura 3.5. Esquema del EIA utilizado para la determinacidon de 8-isoprostano. Tomado de 8-
isoprostane EIA kit, Cayman.

Dado que la concentracidn de 8-isoprostano Tracer en el ensayo es constante, su union al
antisuero de conejo serd inversamente proporcional a la concentracion de 8-isoprostano
de la muestra. El complejo antisuero-8-isoprostano (libre o Tracer) se une al anticuerpo
monoclonal IgG de ratdn previamente anclada a la placa vy, tras lavado, se hace reaccionar
con el reactivo de Ellman que contiene el sustrato de la AChE. El producto de esta reaccidn
enzimatica genera un croméforo con fuerte absorcidon a 412 nm. La intensidad del color,
determinada espectrofotométricamente, es directamente proporcional a la cantidad de 8-

isoprostano Tracer unida a la placa, e inversamente proporcional a la de 8-isoprostano de
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la muestra analizada durante la incubacidn. El procesamiento paralelo con las muestras de
soluciones estandar de 8-isoprostano (0,8-500 pg/mL) permite establecer la relacion
cuantitativa entre absorbancia y concentracién de 8-isoprostano. El limite de deteccidon

del ensayo es de 3 pg/mL.

Para las determinaciones se siguieron estrictamente las instrucciones del fabricante para
placas de 96 pocillos. Las muestras de orina y plasma se diluyeron previamente (1/40 y
1/30, respectivamente) en tampdn de ensayo, y 50 plL se distribuyeron en la placa junto

con estandares y reactivos tal y como se indica en la Tabla. 3.3.

Well BLEJIf'?er Standard/Sample | Tracer | Antibody
Blk - - - -
TA - - 5 pl -
NSB 100ul - 50ul -
Bo 50ul - 50ul 50ul
Std/Sample - 50ul 50ul 50ul

Tabla 3.3. Método de EIA para la determinacion de 8-isoprostano

Tras incubar 18 h a 49C, la placa se lavd 5 veces con 200 pL de tampdn de lavado, y se
afadieron 5 plL de Tracer al pocillo TA (actividad total). A continuacidn se dispensaron 200
pL del reactivo de Ellman a todos los pocillos, se incubé a temperatura ambiente durante
90-120 min en oscuridad bajo agitacidn suave, y se procedié a la lectura de la absorbancia
a 405 nm en un lector de placas Multiskan GO (Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham, MA,

USA)

3.2.4. Valoracion de los niveles plasmaticos de insulina, IL-6, resistina y leptina

Su determinacién se llevé a cabo mediante ensayos Milliplex Map. Estos ensayos estan
basados en la tecnologia Luminex® xMAP®, una de las tecnologias multiplex mas
respetadas y que mas rapidamente esta creciendo debido a sus multiples aplicaciones y a
su capacidad para llevar a cabo gran variedad de bio-ensayos, incluyendo inmuno-

ensayos, en la superficie de microesferas magnéticas que se conocen como microesferas
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MagPIexTM. Entre sus ventajas se encuentran su alta sensibilidad (permite utilizar
cantidades muy pequefias de muestra) y la posibilidad de cuantificar simultdneamente
multitud de moléculas (analitos) en un unico ensayo. El fundamento de ésta tecnologia

puede ser resumido de la siguiente forma (Figura 3.6):

1. La muestra a analizar (plasma en nuestro estudio) se afiade a una mezcla de
microesferas (codificadas en colores) recubiertas con anticuerpos especificos contra los
analitos que se desean cuantificar. Los anticuerpos “de captura” se uniran a los analitos de

interés (Figura 3.6 {1}).
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Figura 3.6. Ensayos Milliplex Map, basados en la tecnologia Luminex® xMAP®.

2. A esta mezcla se afaden a continuacion anticuerpos biotinilados especificos “de
deteccion” de los diferentes analitos de interés. El resultado es la formacién de un
“sandwich” anticuerpo-antigeno-anticuerpo, anclado a la microesfera, y en el cual el

antigeno es el analito a cuantificar. El sistema se completa con la adicidn del conjugado de
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ficoeritrina-streptavidina que se une a los anticuerpos de deteccidn biotinilados (Figura

3.6 {2}).

Finalmente, las microesferas de poliestireno se leen en un aparato de doble laser basado
en la deteccién de flujo. Un laser clasifica las microesferas y determina el analito que esta
siendo detectado, y el segundo determina la magnitud de la sefial derivada de la

ficoeritrina, la cual esta en proporcion directa con la cantidad de analito unida.

En el caso de microesferas magnéticas un iman en el analizador las captura y mantiene en
una monocapa, mientras dos diodos (LEDs) que emiten luz en dos espectros distintos
iluminan las microesferas. Un LED identifica el analito que estd siendo detectado y el
segundo LED determina la magnitud de la sefial de la ficoeritrina. En cualquiera de los
casos, la interpolacidon de la sefial de la muestra en la curva patréon obtenida por el
procesamiento simultdneo de estandares adecuados de cada analito permitird la

cuantificacién del mismo (Figura 3.6 {3}).

En nuestro estudio se ha utilizado el kit MADKMAG-71K-05 basado en microesferas
magnéticas disefiado y suministrado por Merck Millipore (Merck KGaA, Darmstadt,
Germany) para la cuantificacién en plasma de insulina, IL-6, TNF-q, resistina y leptina. Los
niveles de TNF-a estuvieron en todas las muestras por debajo del limite de deteccion (12
pg/mL) por lo que no se han podido incluir entre los resultados. Los andlisis se han
realizado en placas de 96 pocillos en el Laboratorio de Citémica del Centro de
Investigacion Principe Felipe (CIPF), utilizandose para la cuantificacion un Luminex 200 IS

(Luminex Corp, Austin, TX, USA).

En las determinaciones se han seguido estrictamente las condiciones especificadas por el
fabricante. En términos generales el procedimiento consistié en la adicion de 200 uL de
tampdn de ensayo a cada pocillo, seguido de su decantacidn tras 10 min en agitacion a TA.
A continuacién se anadieron, a los pocillos adecuados, 25 ulL de estandar o control, 25 uL
de tampodn de ensayo a los pocillos background, estdndar, control y muestra, 25 uL de
muestra convenientemente diluida (1/2) a los pocillos correspondientes a las muestras, y
25 uL de microesferas a cada pocillo.Tras incubar 16-18 h a 42C, se elimind el contenido de
los pocillos y se procedio a su lavado (3X) con 200 pL de tampdn de lavado. Seguidamente

se afiadieron 50 plL de anticuerpos de deteccion a cada pocillo, se incubé 1 h a TA, y se
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dispensaron 50 pL del conjugado streptavidina-ficoeritrina a cada pocillo. Tras incubar 30
min a TA, se retird el contenido de los pocillos y se lavd nuevamente (3X) con 200 uL de
tampdn de lavado. Finalmente, se afiadieron 100 pL de liquido de transmisidon a cada

pocillo y se procedid a la lectura en el Luminex 200 IS.

3.2.5. Andlisis de la expresion de las isoformas de la 6xido nitrico sintasa (NOS)

en corazén y aorta

La expresién en corazon y aorta de las isoformas endotelial, neuronal e inducible de la
NOS se determind a nivel de mRNA mediante PCR a tiempo real precedida de
retrotranscripcion (RT-qPCR). En nuestros analisis se utilizd un procedimiento de
cuantificacion relativo comparando la relacidn entre la cantidad de mRNA de cada uno de
los genes de las tres isoformas de la NOS, y la cantidad de mRNA de la GAPDH como
control enddgeno (gen constitutivo cuya expresion no varia en las diferentes condiciones

experimentales).

3.2.5.1. Extraccion y aislamiento de RNA

Se realizod a partir de los homogenados de los tejidos en Trizol mantenidos a -802C (véase
apartado 3.1.3. sobre obtencion de drganos y tejidos), mediante extraccién con solventes
(cloroformo/isopropanol/etanol). Tanto el procedimiento como las condiciones utilizadas

son los descritos por Pineda (2011).

En resumen, el procedimiento de extraccién se inicid con la adicion de 200 upL de
cloroformo a los homogenados descongelados (V=1 mL). La mezcla se agitd en vortex vy,
tras 3 min a TA, se centrifugd a 42C (12000xg 15 min). La fase acuosa de los tubos
centrifugados se recuperd, se mezcld con 500 pL de isopropanol y, tras 10 min a TA, se
centrifugd nuevamente a 12000xg 10 min a 42C. Tras eliminar el sobrenadante por
decantacién, el precipitado se lavé con 1 mL de etanol frio al 75% (en agua estéril con
DEPC) y se centrifugd a 7500xg 5 min a 42°C. El precipitado obtenido, en el que se
encuentra el RNA, se llevd hasta sequedad mediante evaporacién a TA, y se resuspendio
en 50 pL de agua-DEPC previamente a su almacenamiento a -802C hasta su posterior

utilizacion.
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3.2.5.2. Cuantificacion y analisis de la integridad del RNA

La integridad del RNA obtenido es un factor critico en el andlisis de la expresion génica. En
nuestro estudio, la cuantificacion y andlisis de dicha integridad se realizd mediante
electroforesis acoplada a deteccién fluorescente en un bioanalizador Agilent 2100
utilizando Nano Kits Agilent RNA 6000 (Referencia 5067-1511 de Agilent Technologies;
Santa Clara, CA, USA).

El electroferograma generado por el bioanalizador permite establecer la concentracion y
la integridad del RNA en la muestra determinada, ésta ultima, por la relacién entre los
picos de los rRNAs 28s y 18s (RIN) (Figura 3.7). En nuestros ensayos solo se utilizaron

muestras con una concentracion de RNA 2100 ng/uL y relacion 28s/18s >1,2.
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Figura 3.7. Cuantificacidn y analisis de la integridad del RNA. Electroferograma detallado de las
regiones que son indicativas de la calidad del RNA, y representacion tipica de las 10 categorias de
integridad. El rango de valores del niumero de integridad del RNA (RIN) va desde 10 (intacto) a 1
(totalmente degradado). La degradacion gradual del rRNA se muestra como un desplazamiento
continuo hacia fragmentos de menor tamario. Tomado de Schroeder et al (2006).
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3.2.5.3. Obtencion del cDNA mediante retrotranscripcion

La sintesis de DNA complementario (cDNA) de cadena simple se realizé a partir de 2 ug del
RNA total obtenido en la fase anterior utilizando el kit ThermoScriptW| RT-PCR system for
first strand cDNA synthesis de InvitrogenwI (Life technologies Corporation, Carlsbad, CA,
USA). La Figura 3.8 resume las diferentes etapas del procedimiento empleado en el que se
cumplieron escrupulosamente las indicaciones del fabricante. En nuestras condiciones
particulares, el primer utilizado fue una mezcla de random hexamers y oligo (dT),o, v el

volumen final de la reacciéon fue de 20 pL.

En cada retrotranscripcidon se proceso paralelamente una muestra control sin RNA con el
objeto de utilizarla como blanco en los experimentos de expresidon (qPCR). Hasta dichos

andlisis, tanto el blanco como el resto de las muestras se conservaron a -20°C.
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Figura 3.8. Esquema del procedimiento utilizado para la obtencion del cDNA

3.2.5.4. Anailisis de la expresion génica

Se realizd6 mediante amplificacion del cDNA obtenido en la fase anterior por PCR a tiempo
real (qPCR) utilizando la tecnologia de sondas TagMan®. Dicha tecnologia (Figura 3.9) esta

basada en introducir en el sistema de amplificacién sondas especificas de secuencia del

83



Metabolismo de la Arginina y dafio oxidativo en ratones ob/ob, un model ético de riesgo cardio [

cDNA de interés, provistas de un doble marcaje, y cuya emisién fluorescente sélo es
detectable cuando la sonda es degradada por la actividad exonucleasa 5°-3" de la Tag-
polimerasa durante el proceso de amplificacion. De esta forma el sistema permite la
cuantificacion especifica del cDNA de interés, incluso en presencia de amplificacién

inespecifica.
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Figura 3.9. Esquema del sistema de amplificacion por qPCR utilizando la tecnologia TagMan®.

En el presente trabajo, las sondas utilizadas correspondian a las diferentes isoformas de
las éxido nitrico sintasas (Mm 00435188_m1 para la nNOS/NOS1; Mm 01309891 _m1 para
la iNOS/NOS2; y Mm 01164908 m1 para la eNOS/NOS3), y a la GAPDH (Mouse GAPD
Endogenous control, FAM/MGB probe), como control interno de normalizacién. Se

realizaron 40 ciclos de amplificacion (95°C/15 s, 60°C/1 min) tras incubacion previa de las
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muestras 2 min a 50°C y 10 min a 95°C. Tanto las sondas como el resto de productos
utilizados en la amplificacién (TagMan Gene Expression Assay; TagMan Universal Master
Mix), analisis y cuantificacion de los resultados (analizador 7900HT Fast Real-Time PCR

system) fueron suministrados por Applied Biosystems (Carlsbad, CA, USA).

Los datos obtenidos, una vez finalizada la reaccién de amplificacién, se guardaron y
procesaron mediante el programa 7900 HT (version 2.2.2). Para la cuantificacion (Figura
3.10), los sistemas de qPCR se basan en el andlisis de la cantidad de fluorescencia emitida
en cada ciclo de amplificacidn, asi como en la relacién de proporcionalidad entre la
abundancia inicial del RNA (cDNA) y el nimero de ciclos de PCR necesarios para detectar
analiticamente su amplificacién (Pfaffl et al, 2001). Asi, cuanto mayor sea la expresién de
un gen concreto, la emision de fluorescencia asociada a su amplificacién sera registrada

mas tempranamente, es decir, a menor nimero de ciclos de PCR (Figura 3.10).
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Figura 3.10. Grafica ilustrativa del andlisis de los resultados de un experimento tipo de expresion
génica por qPCR. El eje vertical representa la cantidad de fluorescencia normalizada y el eje
horizontal el nimero de ciclos.

3.2.6. Analisis estadistico.

Los resultados de este trabajo han sido procesados con el paquete estadistico SPSS 22.0

para Windows. Los datos se describen en forma de intervalo centrado en la media
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aritmética (estadistico indicativo de la tendencia central) y con el error estandar de la

media (ESM; estadistico de dispersidn).

Como en el presente trabajo se han estudiado comparativamente cuatro grupos de
ratones, se ha aplicado el andlisis de la varianza (ANOVA) para la comparacién de las
medias de mas de dos poblaciones. Cuando el resultado del ANOVA ha sido significativo
(p<0,05), al concluir que no todas las medias son iguales, se procede a la comparacién a
posteriori de las parejas de medias mediante el test LSD (diferencias minimas
significativas), considerandose significativa la probabilidad p<0,05. La normalidad de las
variables se comprobé mediante el test de Kolmogorov-Smirnov. Las variables no
distribuidas normalmente se transformaron logaritmicamente previamente a los andlisis.

Para las correlaciones bi-paramétricas se ha utilizado el coeficiente de Pearson (r).
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Resultados

4.1. CARACTERISTICAS BASICAS DEL MODELO ANIMAL UTILIZADO:
EFECTO DE LA SUPLEMENTACION ORAL DE ARGININA

4.1.1. Parametros generales

Las caracteristicas generales de los ratones lean (control) y ob/ob, asi como el efecto de la
suplementacion de arginina al 1% en el agua de bebida, se resumen en la Tabla4.1yen la
Figura 4.1. Como se puede observar en ellas, incluso bajo nuestras condiciones
experimentales de restriccién dietaria y reducido contenido graso de la dieta, los ratones
ob/ob mantienen las caracteristicas metabdlicas generales que les configuran como un
modelo de riesgo de enfermedad cardiovascular. La suplementacién de arginina no tiene

efectos significativos sobre ninguno de los pardmetros generales analizados.

Lean Lean+Arg Obeso Obeso+Arg | ANOVA

Peso inicial (g) 19,5+0,3° | 19,7¢0,3° | 25,0+0,4° | 25,6%0,5° | <0,001
Comida ingerida (g/ratén/dia) | 2,82+0,04 2,78+0,05 2,81+0,04 2,84+0,04 ns
Incremento peso (g) 2,7640,55° | 2,51+0,58° | 4,85+0,75° | 5,20+0,69° | 0,006

Agua ingerida (mL/ratén/dia) | 4,30+0,11° | 4,42+0,11° | 4,87+0,21° | 5,19+0,17° | <0,001

Orina (mL/ratén/dia) 3,0110,08° | 3,10%0,08° | 3,41%0,15° | 3,63+0,12° | <0,001
Glucosa (mM) 6,24+0,65° | 5,29+0,61° | 12,35+1,17° | 11,20+1,23° | <0,001
Colesterol (mM) 2,23+0,11° | 2,11#0,14° | 3,47+0,21° | 3,510,17° | <0,001
cHDL (mM) 1,54+0,09 | 1,51+0,09 | 1,46%0,14 | 1,71+0,18 ns

Triglicéridos (mM) 0,58+0,06"° | 0,51+0,05° | 0,72+0,06*° | 0,82+0,12° | 0,023
Glucosa orina (mg totales) 0,57’_r0,11b 0,5910,12b 140+34° 175+30° <0,001

Tabla 4.1. Caracteristicas generales de los grupos control (lean), control con arginina, obeso
(ob/ob) y obeso + arginina. Los datos estan indicados como media + error estandar de la media
(ESM; n>15). Letras minusculas diferentes indican diferencias minimas significativas entre los
grupos, con p<0,05.
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Figura 4.1. Caracteristicas metabdlicas generales de los grupos control (lean), control con arginina,
obeso (ob/ob) y obeso + arginina. Los datos estan indicados como media + error estandar de la
media (ESM; n>15).
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Como muestran los resultados, la diferencia significativa en el peso inicial entre los
ratones del grupo control y los ratones obesos se incrementa también significativamente a
lo largo de nuestro periodo experimental de un mes, con una ganancia ponderal que no
alcanza los 3 g en el grupo control mientras que incluso supera los 5 g en el grupo obeso,
sin diferencia atribuibles a la suplementacién de arginina. La ingesta hidrica es también
significativamente mayor en los grupos obesos y se acompafia, como era de esperar, de

una mayor eliminacidn de orina en estos grupos que en los controles lean.

Respecto a los parametros metabdlicos analizados, los grupos obesos se caracterizan por
presentar elevaciones significativas, respecto a los grupos control, de los niveles
plasmaticos de glucosa, colesterol y triglicéridos. Los niveles de HDL colesterol no
presentan diferencias significativas entre los diferentes grupos. La hiperglucemia descrita
para los grupos obesos se acompafa, en nuestro estudio, de una marcada glucosuria
(practicamente indetectable en los grupos control), que llega a suponer una pérdida
urinaria de glucosa de 175 mg por ratén y dia en el grupo obeso suplementado con
arginina. La suplementacién de arginina disminuye ligeramente los niveles de colesterol,
triglicéridos y glucosa de los ratones lean, sin alcanzar en ningun caso significacion

estadistica.

4.1.2. Peso de los 6rganos y contenido proteico: efecto de la suplementacion

con arginina.

Las caracteristicas de los ratones lean y ob/ob respecto al peso absoluto de los diferentes
organos y tejidos analizados en este estudio, asi como el porcentaje que estos
representan del peso corporal, y el efecto sobre los mismos de la suplementacién oral de

arginina se resumen en la Tabla 4.2 y la Figura 4.2.

Debemos recordar que nuestros animales habian superado ya, al inicio del experimento,
las etapas principales del desarrollo organico y que, en el periodo analizado, la ganancia
ponderal total debe hacerse fundamentalmente a expensas de los tejidos que conforman
las estructuras corporales bdsicas (musculo y tejido adiposo, principalmente). En este

contexto se incluyen nuestros resultados experimentales.
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En términos de peso absoluto, nuestro estudio no muestra diferencias significativas para

el peso del corazén, rifidn, testiculos ni pdncreas entre los diferentes grupos
experimentales. Sin embargo, cuando el peso de estos drganos se expresa como
porcentaje del peso corporal, la reduccion de este pardmetro en los grupos obesos es

clara y significativa.

A diferencia de lo referido para el corazoén, la cantidad de tejido procedente de la aorta
tordcica fue, tanto en términos absolutos como relativos, muy superior para los grupos
ob/ob que para los ratones lean, y no disminuyd (efecto que si se observa clara y

significativamente en los ratones lean) por la suplementacién de arginina.

Peso Lean Lean + Arg Obeso Obeso + Arg | ANOVA
Higado (g) 0,87+0,03° 0,86+0,03° 1,70£0,06° 1,67+0,10° <0,001
Higado (%) 3,84+0,14° 3,74+0,20° 5,560,227 5,38+0,34° <0,001
Rifi6n (g) 0,30%0,01 0,29+0,01 0,28+0,01 0,29+0,01 ns
Rifi6n (%) 1,33+0,04° 1,27+0,05° 0,92+0,04° 0,9310,03° <0,001
Testiculos (g) 0,1620,02 0,15%0,01 0,14%0,01 0,12+0,01 ns
Testiculos (%) 0,71%0,05° 0,63+0,04° 0,45+0,02° 0,39:0,03° <0,001
Pancreas (g) 0,13%0,01 0,13%0,01 0,13%0,01 0,13+0,01 ns
Pancreas (%) 0,56%0,02° 0,55%0,05° 0,43+0,05° 0,4310,03° 0,028
Corazon (mg) 9243 89+4 804 804 ns
Corazén (%) 0.43%0.02° 0.44%0.02° 0.28+0.01° 0.27+0.02° <0.001
Aorta (mg) 11.340.9° 7.00.6° 21.743.2° 21.0+3.0° 0.004
Aorta (%) 0.053+0.003° | 0.035+0.003° | 0.079+0.128° | 0.073+0.011° 0.028
Grasa AB (mg) 192+28° 147+ 25° 1721+97° 1867+72° <0.001
Grasa AB (%) 0.90%0.13° 0.69:0.10° 6.010.27° 6.1940.19° <0.001
Grasa RP (mg) 45.9+5.2° 29.0+2.5° 780+68° 779+63° <0.001
Grasa RP (%) 0.22+0.02° 0.14#0.01° 2.71#0.20° 2.60+0.22° <0.001

Tabla 4.2. Peso de los 6rganos estudiados en ratones lean y ob/ob. Efecto de la suplementacion
con arginina. Los datos estan indicados como media + error estdndar de la media (ESM; n=15).
Letras minusculas diferentes indican diferencias minimas significativas entre los grupos, con p<0,05.

(%): % en peso respecto al peso corporal; Grasa AB: grasa abdominal; Grasa RP: grasa
retroperitoneal
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Como cabria esperar, la cantidad de tejido graso, tanto abdominal como retroperitoneal,
de los ratones ob/ob es significativamente muy superior a la de sus controles lean,
llegando a representar la suma de ambos tejidos cerca del 10% del peso corporal. Resaltar
que el suministro de arginina redujo de forma apreciable (aunque en nuestro estudio no
alcanzo significacidén estadistica probablemente como consecuencia del tamafio muestral;
N=15) el peso absoluto y porcentual de ambos tejidos grasos en los ratones lean, efecto

que no se observa en los ratones obesos.

En relacién al resto de tejidos analizados destacar que el peso del higado, al igual que la
aorta, presenta una elevacidn significativa tanto en valor absoluto como porcentual en los
ratones ob/ob respecto a los lean. Sin embargo, a diferencia de la aorta, no se observan

efectos atribuibles a la suplementacién con arginina.

Por lo que se refiere al contenido proteico (Tabla 4.3), nuestros resultados no muestran
diferencias significativas entre grupos experimentales para corazoén, rifidn, testiculos y
musculo. Sin embargo en higado, pancreas, aorta y, principalmente, en los dos tejidos
grasos analizados, los niveles de proteinas son sensible y significativamente mas bajos en

los grupos obesos que en los controles.

Proteinas (mg/g tejido) Lean Lean+Arg Obeso Obeso+Arg | ANOVA
Higado 278+10° 262+9%° 234415 21249° 0,001
Rifién 158+7 16143 14545 15143 ns
Testiculos 8445 9045 8412 8545 ns
Pancreas 17048° 163+8° 137+9° 129+9° 0,004
Musculo 11046 12048 9948 103+10 ns
Corazén 175+10 178+13 168+10 173#11 ns
Aorta 102+9° 99+ 7° 625" 74+4° 0,008
Grasa abdominal 23,6+1,3 35,4+2,7° 12,9+0,7° 14,5+1,5° | <0,001
Grasa retroperitoneal 18,9+1,1° 22,3+2,1° 13,3+1,2° 11,3+1,8° <0,001

Tabla 4.3. Contenido proteico de de los diferentes 6rganos de estudio en ratones lean y ob/ob.
Efecto de la suplementacion con arginina. Los datos estdn indicados como media * error estandar
de la media (ESM; n=15). Letras minusculas diferentes indican diferencias minimas significativas
entre los grupos, con p<0,05.
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Figura 4.3. Niveles de proteinas totales en grasa abdominal y retroperitoneal de los grupos control
(lean), control+arginina, obeso (ob/ob) y obeso+arginina. Los datos estan indicados como media *
error estandar de la media (ESM; n=15).

La suplementacion con arginina no tuvo efectos significativos sobre el contenido proteico
de los drganos y tejidos incluidos en este estudio, a excepcidn de los tejidos grasos de los
ratones lean. En este grupo, tanto en grasa abdominal como retroperitoneal (Figura 4.3),
la arginina incrementé sensiblemente el contenido proteico, alcanzando la elevacién

significacion estadistica en grasa abdominal.

4.2. METABOLISMO DE LA ARGININA: EFECTO DE SU SUPLEMENTACION.

4.2.1. Produccidon de 6xido nitrico: niveles de nitrato.

La Tabla 4.4 y la Figura 4.4 resumen las caracteristicas de los ratones lean y ob/ob
respecto a los parametros analizados en relacién al metabolismo de la arginina,
concretamente, a la valoracidn de la sintesis de éxido nitrico (NO), evaluada en nuestro

estudio por los niveles plasmaticos y urinarios de nitrato.

Respecto a los niveles plasmaticos de nitrato, nuestros resultados muestran valores
significativamente mas elevados en los ratones lean que en los ob/ob. Se observa,
ademads, que la administracion oral de arginina reduce sensiblemente éstos niveles,
alcanzando la reduccioén significacion estadistica solo en el caso del grupo control (ratones

lean).
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La menor sintesis de NO en los ratones ob/ob que en los lean se confirma cuando se
determina la excrecion total de nitrato por la orina en el periodo de experimentacion. Sin
embargo, a diferencia de lo observado en plasma, no se constatan diferencias atribuibles a

la suplementacién con arginina.

Lean Lean+Arg Obeso Obeso+Arg | ANOVA

Nitrato plasmatico (M) | 49,81+6,13° | 29,61+3,76° | 21,33+4,37° | 17,85+4,90° |  <0,001

Nitrato urinario (LM) 785+54° 8224597 244+41° 210+40° <0,001

Nitrato urinario

. . 2,22+0,19° 2,30+0,21° 0,761-0,14b 0,8110,22b <0,001
(umoles /ratén y dia)

Tabla 4.4: Niveles plasmaticos y urinarios de nitrato al final del periodo experimental. Los datos
estan indicados como media + error estandar de la media (ESM; plasma n=15; orina n=25). Letras
minusculas diferentes indican diferencias minimas significativas entre los grupos, con p<0,05.
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Figura 4.4. Niveles plasmaticos y urinarios de nitrato de los grupos control (lean), control+arginina,
obeso (ob/ob) y obeso+arginina. Los datos estan indicados como media + error estandar de la
media (ESM; n=15).
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4.2.2. Estudio de los niveles de poliaminas.

4.2.2.1. Niveles de putrescina.

Los resultados de nuestras determinaciones de putrescina en los diferentes grupos
experimentales se resumen en la Tabla 4.5. En ella sélo se incluyen los datos obtenidos en
sangre, corazon y aorta ya que los niveles de putrescina tanto en grasa abdominal como
retroperitoneal fueron indetectables con nuestro procedimiento experimental (limite de

deteccidn 1 uM).

PUTRESCINA Lean Lean+Arg Obeso Obeso+Arg | ANOVA
Sangre (LM) 1,3320,07 1,6240,11 1,4740.12 1,51%0,16 ns
Corazén (uM) 4,25+0,45° 3,84+0,31° 2,43+0.48° | 2,224#0.52° | 0,006
Corazén (nmol/mg proteina) | 0,024+0,002° | 0,022+ 0,002° 0,01410,002b 0,01210,002b <0,001
Aorta (uM) 17,54%3,20° | 34,02£11,44° | 9,23+1,00° 7,94+0,96° 0,01
Aorta (nmol/mg proteina) 0,17+0,02° 0,3510,12° 0,15+0,01° 0,11+0,02° 0,01

Tabla 4.5. Niveles de putrescina en sangre, corazén y aorta de ratones lean y ob/ob. Efecto de la
suplementacion con arginina. Los datos estan indicados como media * error estandar de la media
(ESM; n=15). Letras minusculas diferentes indican diferencias minimas significativas entre los
grupos, con p<0,05.

Como puede observarse, los niveles de esta poliamina en sangre no difieren entre los
cuatro grupos experimentales estudiados. Sin embargo, tanto en corazén como en aorta
(Tabla 4.5 y Figura 4.5), los niveles de putrescina (independientemente de que se expresen
como concentraciones absolutas o por mg de proteina) son significativamente mas bajos
en los grupos obesos que en los controles. La administracién de arginina tiene efectos
diferentes en funciéon del tejido y grupo experimental considerado. Asi, los niveles
cardiacos de putrescina de ambos tipos de ratones (lean y ob/ob) no se modifican

significativamente por la ingesta de arginina. El mismo efecto se observa para los ratones

98




Resultados

ob/ob a nivel de aorta. Por el contrario, los niveles de putrescina en aorta se elevan

significativamente cuando se suministra arginina al grupo control
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Figura 4.5. Niveles de putrescina en corazon y aorta de los grupos control (lean), control+arginina,
obeso (ob/ob) y obeso+arginina. Los datos estan indicados como media + error estandar de la
media (ESM; n=15).

4.2.2.2. Niveles de espermidina.

La Tabla 4.6 y la Figura 4.6 resumen los resultados de las determinaciones de espermidina
en los diferentes grupos experimentales. A diferencia de lo mencionado para la

putrescina, los niveles de espermidina (y espermina; las dos poliaminas mas abundantes)
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han podido ser determinados en todos los érganos y tejidos de este estudio, incluidos los

tejidos grasos.

ESPERMIDINA Lean Lean+Arg Obeso Obeso+Arg | ANOVA
Sangre (LM) 39,9+1,9 38,92,3 35,142,0 34,942,2 ns
Corazén (uM) 166+14° 185+19° 104+15° 112+10° 0.001
Corazén (nmol/mg proteina) | 0.94+0.04° | 1.03+0.04° 0.60£0.05° | 0.65+0.04° | <0.001
Aorta (uM) 237+44° 253+ 53° 93+1° 138+9° 0.032
Aorta (nmol/mg proteina) 2.29+0.28" | 2.52+0.34° | 1.51+0.11° | 1.86+0.08° | 0.032
Grasa abdominal (uM) 56+9° 76+11° 19+2° 19+2° <0.001

GA (nmol/mg proteina) 1.64+0.23° | 1.70+0.13° | 2.81+0.31° | 2.98+0.26° | <0.001
Grasa retroperitoneal (M) 72+8° 80+9° 24+1° 26+2° <0.001
GR (nmol/mg proteina) 1.53+0.15° | 1.24+0.10° | 2.17+0.12° | 2.07+0.14° | <0.001

Tabla 4.6. Niveles de espermidina en sangre, corazdn, aorta, grasa abdominal (GA) y grasa
retroperitoneal (GR) de ratones lean y ob/ob. Efecto de la suplementaciéon con arginina. Los datos
estan indicados como media * error estandar de la media (ESM; n=15). Letras minusculas diferentes
indican diferencias minimas significativas entre los grupos, con p<0,05.

Los resultados para la espermidina en sangre, corazén y aorta son muy similares a los
descritos para la putrescina. En sangre no se observan diferencias significativas entre los
grupos de estudio y, en ambos tejidos, los niveles son significativamente mas bajos en los
ratones ob/ob, siendo la diferencia mas acusada en aorta. La suplementacion de arginina
eleva ligeramente los niveles de espermidina en ratones control, amplidndose el efecto

(diferencias significativas) al grupo obeso cuando el tejido es aorta

También en grasa abdominal y retroperitoneal los niveles de espermidina en ratones
ob/ob son muy inferiores a los del control, y sélo en este dltimo grupo se ven ligeramente
afectados por la suplementacidon con arginina. Sin embargo, como ya hemos indicado
(véase apartado 4.1.2.), la concentracién de proteinas en el tejido graso (tanto abdominal
como retroabdominal), ademas de ser muy inferior a la de corazén y aorta, se reduce

drasticamente en los ratones ob/ob. Por ello, al expresar los niveles de espermidina en
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funcidén de la concentracidn proteica, se observan valores significativamente mas altos en

los ratones obesos que en los controles.
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Figura 4.6. Niveles de espermidina en corazon, aorta, grasa abdominal y grasa retroperitoneal de
los grupos control (lean), control arginina, obeso (ob/ob) y obeso+arginina. Los datos estan
indicados como media * error estandar de la media (ESM; n=15).
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4.2.2.3. Niveles de espermina.

Por lo que respecta a los niveles de espermina nuestros resultados muestran (Tabla 4.7 y
Figura 4.7) para esta poliamina un comportamiento idéntico al de la espermidina en aorta,
grasa abdominal y grasa retroperitoneal: disminucién significativa en el grupo obeso
cuando su concentraciéon se expresa de forma absoluta (uUM) vy ligera elevacion de sus
niveles por la suplementacién de arginina en ratones lean que se amplia a los ratones
obesos en el caso de la aorta (elevacion significativa). Sin embargo, a diferencia de la
espermidina, los niveles de espermina en corazén no difieren entre los cuatro grupos
experimentales de nuestro estudio. Por el contrario, los niveles sanguineos de espermina
se encuentran significativamente elevados en los grupos obesos respecto a los lean, sin

que se evidencien efectos por la administracién de arginina en ninguno de los grupos.

ESPERMINA Lean Lean+Arg Obeso Obeso+Arg | ANOVA
Sangre (uM) 4,10£0,23° | 4,10+0,31° | 5,54+0,46° | 6,11+0,70" 0,004
Corazén (uM) 251+18 26723 23727 24019 ns
Corazén (nmol/mg proteina) 1,43+0,03 1,49+0,05 1,39+0,07 1,39+0,06 ns
Aorta (uM) 202+42° 235+38° 61+4° 106x6° 0,008
Aorta (nmol/mg proteina) 1,95:0,29° | 2,3620,21° | 0,9810,04° 1,43+0,06° 0,003
Grasa abdominal (uM) 24,17+5,61° | 29,92+7,00° | 5,60+0,62° | 5,30%0,53" 0,006
GA (nmol/mg proteina) 0,65¢0,10° | 0,630,04° | 0,850+0,09° | 0,85+0,07° 0,05
Grasa retroperitoneal (1M) 24,29+4,32° | 27,27+3,86° | 7,8920,45° 8,16+0,84° <0,001
GR (nmol/mg proteina) 0,48+0,03° | 0,42%0,03° | 0,72+0,04° 0,65+0,06° <0,001

Tabla 4.7. Niveles de espermina en sangre, corazén, aorta, grasa abdominal (GA) y grasa
retroperitoneal (GR) de ratones lean y ob/ob. Efecto de la suplementacién con arginina. Los datos
estan indicados como media + error estandar de la media (ESM; n=15). Letras minusculas diferentes
indican diferencias minimas significativas entre los grupos, con p<0,05.
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Figura 4.7. Niveles de espermina en corazon, aorta, grasa abdominal y grasa retroperitoneal de los
grupos control (lean), control+arginina, obeso (ob/ob) y obeso+arginina. Los datos estan indicados
como media * error estandar de la media (ESM; n=15).
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4.2.2.4. Cociente espermidina/espermina

El cociente espermidina/espermina es considerado un indice de hiperplasia y proliferacién

celular. El andlisis de este cociente en los érganos y tejidos de nuestro estudio muestra

(Tabla 4.8 y Figura 4.8) importantes diferencias de comportamiento.

ESPERMIDINA/ESPERMINA Lean Lean +Arg Obeso Obeso+Arg | ANOVA
Sangre 9,86+0,42° | 9,93:0,61° | 6,70£0,40° | 6,21+0,50° | <0,001
Corazén 0,67+0,03° | 0,69+0,03° | 0,43+0,02° | 0,47+0,03° | <0,001
Aorta 1,18+0,03° | 1,06+0,06° | 1,54+0,08° | 1,30+0,01° | 0,001
Grasa abdominal 2,89+0,47 2,76%0,23 3,31+0,04 3,49+0,07 ns
Grasa retroperitoneal 3,22+0,28 3,03+0,21 3,04+0,06 3,22+0,10 ns

Tabla 4.8. Cociente espermidina/espermina en sangre, corazon, aorta, grasa abdominal y grasa
retroperitoneal de ratones lean y ob/ob. Efecto de la suplementacion con arginina. Los datos estan
indicados como media * error estandar de la media (ESM; n=15). Letras minusculas diferentes
indican diferencias minimas significativas entre los grupos, con p<0,05.
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Figura 4.8. Cociente espermidina/espermina en corazén, aorta, grasa abdominal y grasa
retroperitoneal de los grupos control (lean), control+ arginina, obeso (ob/ob) y obeso+ arginina.
Los datos estan indicados como media * error estandar de la media (ESM; n=15).

104



Resultados

El grupo obeso presenta, respecto al control lean, una disminucién significativa del
cociente espermidina/espermina en sangre y corazdn junto con una elevacién en aorta. En
este ultimo tejido, la suplementacion de arginina disminuye significativamente el cociente,
aunque sin restaurar completamente los valores del grupo control. Por lo que respecta a
los tejidos grasos, no se observan diferencias significativas en la relacién
espermidina/espermina entre los cuatro grupos experimentales en grasa abdominal ni
retroperitoneal. A fines comparativos, los niveles de este cociente (y de las tres

poliaminas) en sangre se resumen en la Figura 4.9.
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Figura 4.9. Niveles sanguineos de poliaminas y cociente espermidina/espermina de los grupos
control (lean), control+ arginina, obeso (ob/ob) y obeso+ arginina. Los datos estan indicados como
media + error estandar de la media (ESM; n=15).
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4.3. DANO OXIDATIVO: EFECTO DE LA SUPLEMENTACION DE ARGININA.

4.3.1. Indicadores de peroxidacion lipidica.

Como ya se comenté en el apartado de Material y Métodos, los indicadores de
peroxidacioén lipidica evaluados en nuestro estudio han sido el MDA plasmatico y TBARM e
isoprostanos en plasma y orina. A nivel de érganos y tejidos, por cuestiones practicas, el
parametro estimado ha sido el TBARM. Los resultados de las determinaciones plasmdticas

y/o urinarias de los pardmetros indicados se resumen en la Tabla 4.9 y en las Figuras 4.10.

y 4.11.
Lean Lean+Arg Obeso Obeso+Arg | ANOVA
TBARM plasma (uM) 54,242,0 57,742,0 | 58,225 58,9%4,0 ns
TBARM orina (M) 39,5¢3,6° | 30,3+2,5° | 42,7+4,8° | 56,146,6° | 0,002
TBARM orina (nmol/ratén dia) 113+10°° 8316° 126+17° 173+22° | 0,001
MDA plasma (uM) 16,1+1,6° 12,4+¢1,7° | 21,6%0,8° 9,5+0,3° |<0,0001

Isoprostanos plasma (ng/mL) 1,23+0,28° | 1,0740,20° | 3,89+1,41*" | 6,56+2,94° | 0,014

Isoprostanos orina (ng/mL) 1,930,22° | 1,76:0,18°| 3,3740,32° | 3,05+0,23" |<0,0001

Isoprostanos orina (ng/ratén

dia) 5,6110,58b 4,9310,44b 9,46+0,68° | 9,98+0,87° |<0,0001

Tabla 4.9. Niveles de indicadores de peroxidacidon lipidica en plasma y orina de ratones lean y
ob/ob. Efecto de la suplementacién con arginina. Los datos estdn indicados como media * error
estandar de la media (ESM; n215). Letras minusculas diferentes indican diferencias minimas
significativas entre los grupos, con p<0,05.

Respecto a los valores de TBARM en plasma no se observan diferencias significativas entre
los distintos grupos. Por lo que hace referencia al TBARM en orina, nuestros resultados
solo muestran una tendencia al alza en los grupos obesos que alcanza significacién
estadistica con la administracién de arginina. Por el contrario, la ingesta de arginina
reduce sensiblemente la excrecidon urinaria de TBARM del grupo lean. Indicar que los
valores resefiados han sido adecuadamente corregidos atendiendo a la glucosuria del
grupo obeso y que interfiere en el procedimiento colorimétrico utilizado en la valoracién

del TBARM.
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A diferencia de lo observado para el TBARM, los niveles de MDA determinado
especificamente por HPLC se elevan clara y significativamente en el grupo obeso respecto
al control lean y, en ambos grupos, se reducen significativamente con la suplementacién

de arginina.

Al igual que el MDA, los niveles de 8-isoprostanos en plasma y orina son significativamente
mas altos en los grupos obesos que en los controles lean. Sin embargo, la administracion
de arginina solo redujo ligeramente los niveles de este marcador en el grupo lean. En el
grupo obeso, la arginina no tuvo efecto sobre los niveles urinarios de 8-isoprostanos,

mientras que los elevd sensiblemente a nivel plasmatico.

Resaltar la excelente correlacién entre los niveles plasmaticos y urinarios de cada uno de
los parametros, y de los diferentes indicadores entre si. Igualmente, la correlacidn inversa
entre niveles plasmaticos y urinarios de nitrato (severamente disminuida en el grupo
obeso) con los indicadores evaluados de dafio oxidativo resulta significativa y evidente en

todos los casos (datos no mostrados).
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Figura 4.10. Niveles plasmaticos de TBARM, MDA e isoprostanos de los grupos control (lean),
control+arginina, obeso (ob/ob) y obeso+arginina. Los datos estan indicados como media * error
estandar de la media (ESM; n=15).
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Figura 4.11. Niveles urinarios de TBARM e isoprostanos de los grupos control (lean),
control+arginina, obeso (ob/ob) y obeso+arginina. Los datos estén indicados como media + error
estandar de la media (ESM; n>15).

Los resultados de las determinaciones de TBARM como indicador de peroxidacién lipidica
a nivel de érganos y tejidos se muestran en la en la Figura 4.12 y en la Tabla 4.10. Como
puede observarse, Unicamente se detectan diferencias significativas en higado, pancreas y
tejidos grasos. En todos ellos, los niveles de TBARM son significativamente inferiores en
los grupos obesos que en los controles. Las diferencias resefiadas son independientes de
que se exprese el nivel de TBARM en términos absolutos (por gramo de tejido) o relativos
al contenido proteico (por mg de proteina) (Figura 4.12). El Unico efecto significativo de la

arginina fue reducir los niveles de TBARM en pancreas de los ratones lean.
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110



Resultados

TBARM (nmol/g tejido) Lean Lean+Arg Obeso Obeso+Arg | ANOVA
Higado 204,8+6,1° | 195,749,0° | 132,5¢6,0° | 130,78%5,4° | <0,001
Rifi6n 156,945,76 | 155,749,03 | 149,7#3,49 | 153,6+4,82 ns
Miusculo 85,20+13,4 88,418,2 85,818,9 70,11+4,0 ns
Corazén 89,1045,48 | 90,70+4,52 | 89,70+4,19 | 95,78+7,58 ns
Pancreas 154,5+13,3° | 127,0£10,5° | 31,5+2,6° 32,1#4,4° <0,001
Testiculos 93,8426,3 64,6213,8 64,8+10,5 77,0£8,5 ns
Grasa abdominal 60,5¢7,35° | 74,3%3,77° | 36,04,70° | 34,11+4,23° | <0,001
Grasa retroperitoneal 44,01+2,57° | 33,18+9,90*° | 25,22+4,17°| 21,96%5,45° | 0,002

Tabla 4.10. Niveles de material reactivo con acido tiobarbittrico (TBARM) en los diferentes tejidos
estudiados de ratones lean y ob/ob. Efecto de la suplementacién con arginina. Los datos estan
indicados como media * error estandar de la media (ESM; n=15). Letras minusculas diferentes
indican diferencias minimas significativas entre los grupos, con p<0,05.

4.3.2. Daio oxidativo a proteinas.

En nuestro estudio hemos determinado dos indicadores de oxidacién global de las
proteinas solubles en diferentes drganos y tejidos. Los niveles de productos avanzados de
oxidacién proteica (AOPPs; constituidos mayoritariamente por grupos carbonilo (CO)) y los

grupos SH libres.

Los resultados obtenidos para los niveles de AOPPs en los ratones lean y ob/ob
suplementados o no con arginina se resumen en la Tabla 4.11y Figura 4.13. A pesar de la
variabilidad individual observada, los datos obtenidos indican una tasa propia y
caracteristica de AOPPs por mg de proteina para cada 6rgano y tejido analizado. Esta tasa
oscila entre los 0,5-5 nmoles en grasa abdominal, musculo y corazén, a los 10-15 nmoles

de higado y rifién, presentando el resto de drganos y tejidos valores intermedios.

Los resultados obtenidos muestran escasas diferencias en los niveles de AOPPs entre los

grupos lean y ob/ob, asi como entre los suplementados o no con arginina. Sélo se
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observan diferencias significativas para este pardmetro de oxidacién proteica en musculo,

grasa abdominal e higado, si bien en este ultimo caso las diferencias se hacen no

significativas al expresar los valores por mg de proteina. Destacar que, en higado, los

niveles de AOPPs son significativamente mas bajos en los ratones ob/ob que en

os
controles lean. Un comportamiento similar, aunque sin significacion estadistica, se

observa para testiculos y grasa.

En general, la suplementacién de arginina tuvo efectos escasos y variables segun el érgano
o tejido considerado. Sin embargo, cabe destacar que en musculo y grasa la
administracion de arginina elevo el grado de oxidacién protéica (AOPPs) tanto en ratones

lean como ob/ob, aunque sélo en el primero de estos grupos alcanzé significacidn

estadistica.
AOPPs Lean Lean+Arg Obeso Obeso+Arg | ANOVA
Higado (mM) 4,07+0,57° |3,4740,48°"| 2,40+0,16°° | 2,24+0,17° | 0,006
Higado (nmol/mg proteina) 14,30+1,66 | 13,11+1,59 | 10,58+1,00 | 10,67+0,81 ns
Rifién (mM) 1,83+0,24 2,16+0,30 1,80+0,19 1,9240,12 ns
Rifién (nmol/mg proteina) 11,40+1,12 | 13,45+1,85 | 12,44+1,36 | 12,71+1,86 ns
Musculo (mM) 0,3310,04b 0,60+0,04° 0,2810,03b 0,3610,03b <0.001
Musculo (nmol/mg proteina) 2,930,28° | 5,06+0,23° | 2,87+0,15° | 3,67+0,31° | <0.001
Corazén (mM) 0,57+0,15 0,47+0,08 0,4310,05 0,4310,08 ns
Corazén (nmol/mg proteina) 4,83+1,14 3,78+0,64 3,3040,32 3,39+0,68 ns
Pancreas (m) 1,49+0,17 1,40+0,15 1,42+0,18 1,00+0,11 ns
Pancreas (hmol/mg proteina) 8,6210,68 8,61+0,81 9,94+0,88 7,8810,79 ns
Testiculos (mM) 0,78+0,13 0,69+0,10 0,49+0,07 0,42+0,10 ns
Testiculos (hnmol/mg proteina) 10,12+1,95 8,26%1,39 5,89+0,84 4,96+1,25 ns
Grasa abdominal (GA; mM) 0,0510,01b 0,17+0,03° 0,011-0,003'.b 0,0210,01b <0.001
GA (nmol/mg proteina) 2,03+0,34° | 4,77+0,87° | 0,5%0,23° | 1,68+0,45° | 0,001

Tabla 4.11. Niveles de productos avanzados de oxidacidon proteica (AOPPs) en los diferentes
6rganos y tejidos estudiados de ratones lean y ob/ob. Efecto de la suplementacién con arginina.
Los datos estan indicados como media * error estandar de la media (ESM; n=15). Letras minusculas
diferentes indican diferencias minimas significativas entre los grupos, con p<0,05.
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Figura 4.13. Niveles de AOPPs en los distintos 6rganos y tejidos estudiados de los grupos control
(lean), control+arginina, obeso (ob/ob) y obeso+arginina. Los datos estan indicados como media *
error estandar de la media (ESM; n=15).
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Figura 4.13. (Continuacion) Niveles de AOPPs en los distintos érganos y tejidos estudiados de los
grupos control (lean), control+arginina, obeso (ob/ob) y obeso+arginina. Los datos estan indicados
como media * error estandar de la media (ESM; n=15).

Respecto a los niveles de grupos -SH, el otro pardmetro de oxidacidn proteica
determinado en este estudio, sus niveles en los diferentes grupos experimentales se

resumen en la Tabla 4.12 y Figura 4.14.
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De acuerdo con nuestros resultados, y a semejanza de lo observado para los AOPPs, las
diferencias tisulares en grupos —SH proteicos entre ratones lean y ob/ob son escasas, al
igual que los efectos de la arginina. Sélo en rifidon los niveles de grupos —SH son
significativamente mas bajos en los grupos obesos que en los lean. Por el contrario, los
niveles de —SH son mas altos en ratones ob/ob en péncreas (significativamente) y grasa

abdominal. El Unico efecto significativo de la arginina es elevar el nivel de grupos —SH en

grasa retroperitoneal de ratones lean y, en menor medida, de los ob/ob.

GRUPOS -SH Lean Lean+Arg Obeso Obeso+Arg | ANOVA
Higado (mM) 8,82+0,67 | 9,66+0,71 8,43+0,71 8,63+0,76 ns
Higado (nmol/mg prot) 32,0£2,6 37,1£2,8 37,54,1 41,4+4,2 ns
Rifién (mM) 4,93+0,33° | 4,86+0,47° | 3,69+0,23° | 3,89+0,34>° | 0,033
Rifién (nmol/mg prot) 31,0¢1,5 30,3+2,9 25,5+1,6 25,9+2,3 ns
Muisculo (mM) 2,47+0,14 2,700,17 2,47+0,14 2,69+0,12 ns
Muisculo (nmol/mg prot) 22,65¢1,15 | 22,67+0,66 | 26,54+2,73 | 28,30+9,89 ns
Corazén (mM) 4,07+0,33 3,96+0,24 | 4,40%0,33 4,27+0,50 ns
Corazén (nmol/mg prot) 39,80+1,94 | 37,48+2,80 | 39,29+2,21 | 36,15+3,55 ns
Péncreas (mM) 3,51+0,32 3,43+0,37 3,35+0,32 3,61+0,29 ns
Pancreas (nmol/mg prot) 20,62+1,75" | 20,84+2,21° | 24,40+1,74*" | 28,37+2,14° | 0,031
Testiculos (mM) 3,8110,30 3,5610,36 2,9510,44 4,17+0,55 ns
Testiculos (nmol/mg prot) 47,90+5,36 41,3345,23 35,3945,32 50,64+7,50 ns
Grasa abdominal (mM) 0,3240,10 0,4040,12 0,3540,06 0,29+0,07 ns
GA (nmol/mg prot) 14,19+3,90 | 11,43%4,10 | 26,78+4,38 | 21,59+5,28 ns
Grasa retroperitoneal (nM) | 0,25+0,02° | 0,63+0,03° | 0,30+0,0° | 0,34+0,05° | 0,012
GR (nmol/mg prot) 11,94+1,43 | 22,62+1,16 | 25,84%9,41 | 41,57+10,45 | ns

Tabla 4.12. Niveles de grupos -SH en los diferentes 6rganos y tejidos estudiados de ratones lean y
ob/ob. Efecto de la suplementacién con arginina. Los datos estdn indicados como media * error
estandar de la media (ESM; n=15). Letras minusculas diferentes indican diferencias minimas
significativas entre los grupos, con p<0,05.

115



Metabolismo de la Arginina y dafio oxidativo en ratones ob/ob, un model ético de riesgo cardi [

1200 s000]
7
1000 E
S w000
N T 8
H 2 N
E o T H
Y £
E £ soor]
k) £
£
T 600 2
@ S
g £ sooe]
& z
& 400 @
2
g
3
O 10,007
2001
0,00° T T 0,00~ T T
Gontrol Control+ Arginina Gomso Obeso + Argiina Conrol Gontro  Arginina beso Gbeso + Arginna
T i timin Tinn da diata
s00- 4000

.
- T

Grupos SH Rifion (mM)
i 0§ & § § ¢
Grupos SH Rifion (nmol/mg proteina)

g § § §

T T T T
Control Gonrol + Arginina Oboso Obeso + Arginina Control Control + Arginina Obeso Obeso + Arginina
Tioo de dieta Tino de dieta
3007 40,00
=
L - H
e
= s
g £ s000
5 200 g
g g _ L
3
] £ ==
= o
S 2 20,00
@ 2
8 2
g =
& 1007 &
§ o000
2
S
! T T 000 T T
Control Conirol + Arginina Obeso Obeso + Arginina Control + Arginina Obeso Obeso + Arginina
Tipo de dieta Tioo de dieta
500 50,00
B
8 40,00 T T
oo + L H
E £ = T
= £
H s
30,00
§ a00 E
5
z g
& g
5
§ 2,004 S 20009
x
K] %
8
g
2
1,004 & 1000
.00 T T 000~ T T
Control Control + Arginina Obeso Oboso + Argnina Gontrol + Arginina Obeso Obeso + Arginina
Tipo de dieta Tipo de dieta
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La evalucion conjunta de los niveles de los dos marcadores de oxidacidn proteica incluidos
en este estudio a través del cociente AOPPs/SH muestra los resultados que se resumen en
la Figura 4.15. El analisis ANOVA indica diferencias significativas entre grupos
experimentales en musculo (p<0,0001), grasa abdominal (p=0,006) e higado (p=0,05), y
que son atribuibles, principalmente, a la respuesta a la suplementacién con arginina. Esta

disminuye el cociente AOPPs/SH en higado mientras que lo eleva en musculo y grasa.
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Figura 4.15. Cociente (AOPPs/SH) en los distintos 6rganos y tejidos estudiados de los grupos
control (lean), control+arginina, obeso (ob/ob) y obeso+arginina. Los datos estan indicados como
media + error estandar de la media (ESM; n=15).
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4.4. NIVELES DE INSULINA, ADIPOQUINAS Y CITOQUINAS

INFLAMATORIAS. EFECTO DE LA SUPLEMENTACION CON ARGININA.

La accesibilidad a la tecnologia Multiplex nos ha permitido valorar en nuestro estudio los
niveles de resistina, leptina, IL-6, TNF-a e insulina en plasma de ratones control y ob/ob.
Los resultados de estas determinaciones se resumen en la Tabla 4.13 y en la Figura 4.16.
En ellas se incluye el indice HOMA de resistencia insulinica calculado a partir de los valores
de glucemia basal e insulina (HOMA = (insulina (uU/mL) x glucosa (mmol/L)) / 22,5). No se
incluyen valores para TNF-a ya que en todos los casos se encontraron por debajo del

limite de deteccidn (12 pg/mL).

Lean Lean+Arg Obeso Obeso+Arg ANOVA
Resistina (pg/mL) 1352+74° 1644+202° 3269+297° 2965+324° <0,0001
Leptina (pg/mL) 1041+323° 443+84° NP NP 0,004
IL-6 (pg/mL) 5,52+¢1,17° | 12,1243,35° | 65,20+28,57° | 43,01+14,18" 0,014
Insulina (pg/mL) 594+162° 594+186° 3981+653° 2675+506° <0,0001
HOMA 4,76+1,81° | 4,06+1,86° | 53,40+11,41° | 28,64+7,14° | <0,0001

Tabla 4.13. Niveles de resistina, leptina, IL-6 e insulina en plasma de ratones lean y ob/ob. Valores
del indice HOMA calculado. Los datos estdn indicados como media + ESM (n=15). Letras minusculas
diferentes indican diferencias minimas significativas entre los grupos, con p<0,05. NP: No procede.
Niveles de Leptina analizados por t-Test.

De acuerdo con nuestros resultados, los niveles de resistina, IL-6 e insulina se encuentran
clara y significativamente elevados en ratones obesos respecto a los controles. Las
elevaciones de insulina y glucemia basal (véase Tabla 4.1) se traducen en un indice HOMA
unas 10 veces superior en el grupo ob/ob que en el control. La deteccion de leptina en
ratones ob/ob (Figura 4.16) no se incluye en la tabla ya que responde a reactividad
cruzada de la leptina inactiva que presentan estos animales con los anticuerpos del ensayo

Multiplex.
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En ratones lean, el suplemento de arginina disminuyd significativamente los niveles
circulantes de leptina. También de forma sensible, aunque no significativa, redujo la

resistencia insulinica (indice HOMA) a expensas de disminuir la glucemia.

Los efectos de la suplementacién de arginina fueron mucho mas evidentes en ratones
obesos. En este grupo, la arginina redujo significativamente los niveles de insulina y la
resistencia insulinica (indice HOMA). También redujo de forma sensible (aunque no
estadisticamente significativa) los niveles de resistina e IL-6, efecto contrario al observado

en los ratones lean.
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Figura 4.16. Niveles de resistina, leptina, IL-6, insulina, glucosa e indice HOMA (calculado) en
plasma de ratones lean y ob/ob. Los datos estdn indicados como media = ESM (n=15).

120



Resultados

4.5. NIVELES DE EXPRESION DE LAS ISOFORMAS DE NOS: EFECTO DE LA
SUPLEMENTACION DE ARGININA.

El andlisis mediante RT-PCR de las isoformas neuronal (nNOS), endotelial (eNOS) e
inducible (iNOS) de NOS en corazdn y aorta (representativos del sistema cardiovascular)
muestra (Figura 4.17) que los niveles de mRNA de nNOS y eNOS no difieren entre los
ratones ob/ob y lean, mientras que la iINOS se encuentra sobreexpresada (2.5 veces) en

aorta de ratones ob/ob, de acuerdo con un estado proinflamatorio.

m CORAZON

CANTIDAD DE NOS/GAPD
RELATIVO AL CONTROL

nNOS :Nos

eNOS

Figura 4.17. Niveles relativos de expresion de nNOS, iNOS y eNOS en corazén y aorta de los
ratones ob/ob respecto a los lean. Los datos representan la media de un minimo de 5
determinaciones.

Respecto al efecto de la arginina, bajo nuestras condiciones experimentales, sélo la
expresion de la isoforma neuronal de NOS resultdé afectada por la suplementacion. El
aminodcido elevd en torno al 70% la expresion de nNOS tanto en corazén como en aorta
de los controles lean, mientras que disminuyd en un 38% y en un 84% la expresién del
mismo isoenzima en corazdon y aorta, respectivamente, de los ratones ob/ob. Estos

resultados se resumen en la Figura 4.18.
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Figura 4.18. Efecto de la arginina sobre los niveles relativos de expresion de nNOS, iNOS y eNOS en
corazon y aorta de los ratones ob/ob y lean. Los datos representan la media de un minimo de 5
determinaciones.
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En linea con trabajos previos de nuestro grupo de investigacion, el presente estudio incide
en el analisis de la estrecha y compleja interconexién entre el estrés oxidativo, el
metabolismo de la arginina y la disfuncion endotelial que acompafian a las patologias de
riesgo cardiovascular. En trabajos anteriores hemos evaluado estos procesos en modelos
animales y/o pacientes con diabetes, hipertension arterial e hipercolesterolemia (Meneu,
2000; Garcia-Taberner, 2001; Santaolaria, 2001; Serra, 2008) como factores de riesgo
cardiovascular. En esta ocasion hemos centrado nuestro estudio en la obesidad. Su
elevada prevalencia, su tendencia al aumento en las sociedades desarrolladas, y su fuerte
asociacion con la morbi-mortalidad cardiovascular justifican sobradamente su eleccion

como base de nuestro estudio (Popkin, 2012; Lissner et al, 2013).

La aproximacion experimental utilizada en el presente trabajo ha consistido en analizar, en
ratones genéticamente obesos (ob/ob), las alteraciones bioquimicas que acompafian a la
obesidad evaluando diferentes pardmetros indicativos del metabolismo de la arginina, el
estrés oxidativo, la inflamacién y la funcionalidad endotelial. También se ha analizado la
repercusion que sobre estos procesos tiene la suplementacién con arginina, aminoacido
para el que se han descrito amplios beneficios sobre la adiposidad, y las alteraciones
metabdlicas que la acompafian, y que predisponen fuertemente al RCV (Gornik y Creager,
2004; Jobgen et al, 2009; McKnight et al, 2010; Clemmensen et al, 2012; Tan et al, 2012;
Hassan, 2013).

Un interés adicional del presente trabajo es que se ha desarrollado paralelamente a
nuestros estudios en una poblacidn infantil obesa, en la que hemos podido constatar
importantes alteraciones en el metabolismo de la arginina y del dafio oxidativo
relacionadas con el grado de obesidad, la inflamacidn y la disfuncion endotelial (Codofier-
Franch et al, 2011a; Codofier-Franch et al, 2011b; Codofier-Franch et al, 2012; Codofier-
Franch et al, 2014). Estd ampliamente demostrado que la obesidad infantil, al igual que la
del adulto, predispone fuertemente al RCV. Y su tratamiento no resulta sencillo. Ante este
grave problema socio-sanitario, nuestro trabajo incide en la busqueda de aproximaciones
terapéuticas que permitan retrasar, si no eliminar, dichas complicaciones en la cada vez

mas numerosa poblacion obesa.
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En este contexto cobra relevancia el analisis de los efectos de la administracién oral
moderada de arginina en nuestro modelo experimental de ratone obesos (ob/ob). Existe
un amplio consenso sobre los beneficios de la arginina en la practica totalidad de las
patologias de RCV, y particularmente en la obesidad (Gornik y Creager, 2004; Jobgen et al,
2009; McKnight et al, 2010; Clemmensen et al, 2012; Tan et al, 2012; Hassan, 2013). Sin
embargo, resulta sorprendente su escaso traslado a la practica clinica y a la terapia. Dada
la baja o nula toxicidad de la arginina, desconocemos las causas que dificultan la
evaluacién de sus beneficios en humanos. Sin embargo, creemos que los resultados del
presente estudio pueden servir de base para tal planteamiento en la poblacion obesa.
Como pasaremos a comentar, los resultados de nuestro estudio en ratones ob/ob, en
particular los referentes a los niveles circulantes de espermina, pardmetros de estrés
oxidativo, inflamacién y resistina, coinciden con los observados por nuestro grupo en
pacientes pediatricos obesos (Codofier-Franch et al, 2011a; Codofier-Franch et al, 2011b;

Codofier-Franch et al, 2012; Codofier-Franch et al, 2014).

De forma diddctica discutiremos en primer lugar los resultados generales del modelo
experimental con particular atencidn a la adiposidad. A continuacion se analizardn los
resultados del metabolismo de la arginina hacia NO y poliaminas y, posteriormente, el
dafio provocado en las moléculas bioldgicas por el estrés oxidativo. Finalmente,
comentaremos los datos referentes a inflamacién, adipoquinas y resistencia insulinica. De
forma simultanea comentaremos la influencia de la suplementacién de arginina sobre

cada uno de estos aspectos.

5.1. PARAMETROS GENERALES: ADIPOSIDAD Y EFECTO DE LA ARGININA.

La deficiencia de leptina funcional es la causa primaria de la hiperfagia y la obesidad que
caracterizan a los ratones ob/ob. La leptina, el producto del gen ob, es una hormona
producida mayoritariamente por el tejido adiposo que regula la ingesta de alimento y el
peso corporal. Ademas, la leptina, a través de su interaccidn con sus receptores, ejerce un
amplio rango de acciones bioldgicas, muchas de ellas centradas en el sistema
cardiovascular (Katagiri et al, 2007), cuya desregulacién ha sido constatada en la

hipertension y en el fallo cardiaco (Botella et al, 2001). En el mismo sentido, los niveles
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plasmaticos de leptina constituyen en el hombre un factor predictor de eventos
cardiovasculares (Katagiri et al, 2007). De acuerdo con estos datos, los ratones ob/ob,
deficientes en leptina, presentan diferentes alteraciones cardiovasculares tales como
hipertrofia cardiaca, alteracidon de la sefalizacién B-adrenérgica, aumento de la apoptosis
de células cardiacas y supervivencia disminuida (Saraiva et al, 2007; Lindstrom, 2007;

Lindstrom, 2012).

En el analisis de nuestros resultados debemos recordar que nuestro modelo se ha basado
en el uso de ratones jovenes (4-5 semanas de edad) sometidos a alimentacién paralela
con controles lean con una dieta de bajo contenido graso. Por lo tanto, es importante
resaltar que los cambios observados no son debidos a una excesiva ingesta de alimento
sino, exclusivamente, a las consecuencias resultantes de la deficiencia de leptina en
individuos jévenes. En estas condiciones, nuestros resultados indican que se mantienen
las caracteristicas propias de este modelo de riesgo cardiovascular asociado a obesidad
tales como hiperglucemia, hipercolesterolemia y elevaciéon del cociente aterogénico
(colesterol total/HDL), ademas de la hiperinsulinemia, Rl e inflamacién que se comentaran
posteriormente (Lindstrom, 2007; Lindstrom, 2012). Sin embargo, es necesario también
resaltar que el estricto control dietario mantenido seguramente ha contribuido a
minimizar las diferencias entre ratones ob/ob y lean, asi como los efectos de la
administracion de arginina, en algunos de los parametros estudiados (Sainz et al, 2010). A
pesar de ello, la suplementacién con arginina mejora sensiblemente el perfil glucidico y la
resistencia insulinica tanto en los ratones lean como en los ob/ob; los beneficios sobre el
perfil lipidico sélo son evidentes en los ratones control. Estos resultados son acordes con
los beneficios descritos para la arginina sobre la secrecidén de insulina y la sensibilidad a su

efecto en tejidos periférico (Clemmensen et al, 2012; Stancick, 2012).

Nuestros datos sobre el incremento ponderal, el peso absoluto y relativo de los érganos y
su contenido proteico constatan el mantenimiento de las caracteristicas previamente
descritas de los ratones ob/ob (Lindstrém, 2007; Lindstrom, 2012), incluso bajo nuestras
condiciones experimentales de “relativa” restriccion alimentaria. Asi, los ratones ob/ob
muestran, respecto a los controles lean, una mayor y significativa ganancia de peso
corporal vinculada (principal pero no exclusivamente) a un mayor aumento de la masa del

higado y de los acimulos grasos, representados en nuestro estudio por los paquetes
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grasos abdominal y retroperitoneal. Tanto en éstos como en la mayoria de érganos y
tejidos analizados, el contenido proteico fue menor en los ratones ob/ob que en los lean.
La acumulacién intra y extracelular de grasa e infiltracion lipidica (observada pero no
valorada en nuestro estudio) en la mayoria de drganos y tejidos podria explicar, al menos
parcialmente, el descenso relativo del contenido proteico. Estos datos son acordes con el
importante papel de la leptina en la resistencia insulinica y, por extensién, en el uso

corporal de los nutrientes y el gasto energético (Lindstrém, 2007; Lindstrom, 2012).

La deficiencia de leptina en ratones ob/ob conlleva una menor actividad fisica, descenso
del gasto energético y una derivacion eficiente del metabolismo de los nutrientes hacia
acumulos grasos. Numerosas células y tejidos periféricos, aparte del SNC, poseen
receptores para la leptina. Ello incluye musculo, higado y grasa que, a nivel metabdlico,
resultan claves en el uso, distribucién y almacenamiento de los combustibles energéticos.
Numerosos estudios sugieren para la leptina efectos similares a los de la insulina en el
metabolismo de la glucosa a nivel muscular, probablemente porque comparten vias de
sefializacion (Katsarelli y Dedoussis, 2014). Sin embargo, leptina e insulina parecen diferir
en sus efectos sobre el metabolismo lipidico en los adipocitos (Lindstrom, 2012). Otra de
las funciones descritas para la leptina es regular el equilibrio entre almacenamiento y
oxidacién de los lipidos a nivel mitocondrial, proceso central en el metabolismo
energético. La funcién mitocondrial se halla comprometida de forma generalizada, pero
particularmente, en higado, tejido adiposo y musculo de los ratones ob/ob deficientes en
leptina, lo que podria explicar su reducida capacidad oxidativa, la acumulacién intracelular
de grasa y la lipotoxicidad. El descenso de la expresidn de la proteina desacopladora UCP-
1 en el tejido adiposo blanco contribuye adicionalmente a un uso mas eficiente de los
nutrientes y a reducir la tasa metabdlica basal. El conjunto de estas alteraciones en los
ratones ob/ob se traducen, a nivel metabdlico, en un descenso de la incorporacion y
oxidacién de la glucosa y de acidos grasos, y un aumento de la captacion y deposicién de
lipidos en los tejidos. Es decir, en una redistribucién del almacenamiento de grasas del
tejido adiposo hacia higado, musculo y otros tejidos, capaz de inducir dafio celular y

lipotoxicidad (revisado en Lindstrém, 2007; Lindstrom, 2012).

Por su relacién con la disfuncién endotelial y el RCV, en nuestro estudio hemos prestado

particular atencién a las caracteristicas metabdlicas de corazéon y aorta. La hipertrofia
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ventricular izquierda es una caracteristica tardia ampliamente descrita en los ratones
ob/ob, que va precedida, en sus etapas iniciales, por disfuncidn cardiaca y aumento de la
apoptosis (Saraiva et al, 2007; Lindstrom et al, 2007; Lindstrém et al, 2012). Esta
hipertrofia ventricular es un potente factor de riesgo cardiovascular. En nuestros ratones
hemos observado un ligero descenso del peso del corazén que resulta significativo cuando
se expresa como % del peso corporal, sin cambios en el contenido proteico. No existen
signos evidentes de la hipertrofia cardiaca caracteristica de los ratones ob/ob (Barouch et
al, 2006; Saraiva et al, 2007), a pesar de que se ha alcanzado ya un grado de adiposidad
similar al de edades mas avanzadas (Lemonnier, 1971), a expensas del incremento del
tamafio de los adipocitos y de sus acumulos grasos (Abraham, 1973) y una reduccidon
drdastica de sus contenidos proteicos. Es posible que ello refleje una elevacion de la
apoptosis y disminucion de supervivencia de las células cardiacas en nuestros jévenes

ratones experimentales, de manera que supere a la hipertrofia del cardiomiocito.

En cuanto al peso de la aorta, el aumento claro y significativo observado en nuestros
ratones ob/ob puede ser indicativo del inicio precoz del deterioro endotelial que inicia un
proceso aterosclerético. A diferencia de lo observado en corazén, las alteraciones
anatomicas en el arbol vascular son ya evidentes en este estadio con importante
engrosamiento de las paredes y clara infiltracién lipidica. De hecho, el peso del tejido
obtenido de aorta toracica en los ratones obesos es muy superior al de los controles
(tanto en términos absolutos como relativos al peso corporal) y se caracteriza, ademas,
por poseer un menor contenido proteico. Si presumimos que este descenso es
consecuencia de la infiltracién lipidica, atendiendo a los contenidos proteicos de aorta
(~100 mg/g) de los ratones lean y grasa (~10 mg/g) de los ob/ob, ésta puede estimarse en
torno al 30-40% en nuestras condiciones experimentales. El grado de infiltracion lipidica
deberd tomarse en consideracion, por lo tanto, en el andlisis de los resultados de
poliaminas en aorta y tejido adiposo, pero no cabe esperar que afecte de forma sensible el

analisis de los resultados cardiacos (Barouch et al, 2006; Lindstrom, 2012).

Un dato a destacar a este nivel es el beneficio evidente de la suplementacion de arginina
sobre la adiposidad en los ratones lean y pero no en los ob/ob. Asi, en el grupo control, la
arginina redujo sensiblemente la ganancia ponderal (~10%), el peso de la aorta y de los

paguetes grasos e incrementd, en el caso de la grasa, el contenido proteico. Sin embargo,
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en ratones ob/ob, la arginina sélo incrementé los niveles de proteinas en aorta toracica.
Estos resultados contrastan con la constatada eficacia de la arginina en la disminucién de
la obesidad en otros modelos animales (Fu et al, 2005). Por lo tanto, aunque los resultados
con ratones lean apoyan el reconocido papel de la arginina en el control del peso corporal
y de la adiposidad (revisado en Wu et al, 2008; Jobgen et al, 2009; McKnight et al, 2010;
Clemmensen et al, 2012; Tan et al, 2012; Hassan, 2013), faltan por establecer las razones
bioguimicas por las que este efecto no es observable en nuestro modelo de obesidad.
Sefialar en este sentido que, en ratas Zucker (Fu et al, 2005), a diferencia de lo observado
en nuestros ratones ob/ob, la suplementacion de arginina es capaz de elevar la
produccion de NO. Es posible que los efectos de la arginina sobre la adiposidad impliquen
vias leptina/NO-dependientes que favorezcan la oxidacion corporal de combustibles

energéticos.

La estrecha conexién entre leptina, NO y arginina se comentara mas adelante al abordar
los resultados sobre la produccién de NO en nuestro modelo. Sin embargo, en relacién a
los beneficios de la arginina sobre la adiposidad, cabe resaltar que son debidos a su
capacidad para reducir el tejido adiposo blanco, mejorar la resistencia insulinica y elevar el
gasto energético. La arginina incrementa la biogénesis mitocondrial y la expresion de
genes implicados en la oxidacion de sustratos energéticos; también eleva los niveles de
UCP-1 (“browning”) lo que contribuye decisivamente a elevar el gasto energético basal
(Lindstrom, 2012; Sansbury y Hill, 2014; Joffin et al, 2015; Jankovic et al, 2015). La
participacion decisiva del NO derivado de la arginina en estos procesos viene apoyada por
la evidencia experimental de que son reproducibles con la administracion de nitrato

(Roberts et al, 2015).

Otro proceso recientemente implicado en el control del gasto energético del tejido
adiposo y de la adiposidad es el catabolismo de las poliaminas, concretamente, la
actuacidon de la espermidina/espermina acetiltraferasa (SSAT), el enzima que media la
interconversién de poliaminas e inicia, via acetilacidon, su catabolismo y exportacién
(Pirinen et al, 2007; Jell et al, 2007; Bonhoure et al, 2015). La sobreexpresion de este
enzima reduce considerablemente los depdsitos grasos y modifica los niveles de
poliaminas incrementando drasticamente los de putrescina (del orden de 100 veces) y

disminuyendo los de espermidina y espermina sin afectar a su cociente (Pirinen et al,
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2007; Jell et al, 2007). De acuerdo con nuestros resultados en grasa abdominal y
retroperitoneal, los niveles absolutos de espermidina y espermina son significativamente
mas bajos en los ratones ob/ob, sin cambios en el cociente espermidina/espermina, y
siendo indetectables, en todos los casos, los niveles de putrescina. A falta de un andlisis
experimental, tales resultados apoyarian una mayor expresion/actividad de la SSAT en los
ratones ob/ob, relacionada con el grado de obesidad y el estrés oxidativo que se
comentara posteriormente. Seria interesante, dados los limitados efectos de la arginina en
los ratones ob/ob, analizar la relacién entre arginina, leptina, NO, estrés oxidativo y SSAT

(Pegg, 2009; Clemmensen et al, 2012; Tan et al, 2012; Li et al, 2014; Jankovic et al, 2015).

5.2. METABOLISMO DE LA ARGININA: EFECTO DE SU SUPLEMENTACION.

La relevancia actual de las patologias de RCV ha despertado un interés creciente por el
estudio del papel que en ellas desempefian la arginina y sus metabolitos bioldgicamente
activos (Boger et al, 1998; Eid et al, 2002; Li et al, 2014). La mayoria de estos estudios
abordan el papel del éxido nitrico (NO), generado a partir de la arginina por las éxido
nitrico sintasas (NOS), y directamente implicado, entre otros muchos efectos, en la
vasodilatacion e hiperproliferacion del musculo liso vascular. Aunque con resultados
dispares y por mecanismos diversos, descensos en la sintesis y/o actuacién del NO se han
descrito en la practica totalidad de las patologias de RCV, incluida la obesidad. De hecho,
las alteraciones en la funcionalidad del NO son actualmente consideradas como una de las
principales causas de la vasoconstriccion y excesiva proliferacion celular implicadas en la
disfuncion endotelial que antecede a la instauracion de las mencionadas patologias (Duan

et al, 2000; Gongalves-Diaz et al, 2011; Li et al, 2014; Sansbury y Hill, 2014).

Mas reciente, aunque todavia escaso y limitado, es el interés por las poliaminas, derivados
indirectos de la arginina a través de la accién de la arginasa y de la ornitina descarboxilasa.
Al igual que para el NO, para las principales poliaminas (putrescina, espermidina y
espermina) se han propuesto diferentes funciones entre las que se incluyen acciones
antioxidantes y pro-proliferativas opuestas, en cierta medida, a las del NO (Pegg, 2009).
Las poliaminas estan implicadas en el control de los flujos celulares y mitocondriales de

ca™, y la elevacion del Ca” intracelular activa la sintesis de NO (Morgan, 1994a). De
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hecho, las evidencias experimentales apoyan un control simultdneo de ambas vias y del
transporte celular de arginina (Durante et al, 1997). La accién de la arginasa jugaria un
papel decisivo derivando la arginina precursora hacia una u otra via de forma que
alteraciones en la sintesis de NO podrian repercutir sobre la sintesis de poliaminas y
viceversa (Yang y Ming, 2013; Rath et al, 2014). Por la misma razén, la disponibilidad de
arginina en condiciones fisioldgicas, patoldgicas o intencionalmente manipuladas podria
ser un condicionante para la funcionalidad de ambas vias (Morgan, 1994a; Morgan,

1994b; Olefsky y Glass, 2010; Yang y Ming, 2013; Rath et al, 2014).

Numerosas evidencias experimentales sugieren que la via de sefializacién de la leptina se
encuentra conectada con la del éxido nitrico (Beltowski et al, 2003; Yetik-Anacak y
Catravas, 2006; Katsareli y Deudossis, 2014). Sin embargo, contradictoriamente, la clara
deficiencia de leptina en los ratones ob/ob se ha relacionado tanto con descensos
(corazén) como con aumentos (cerebro) de la expresidn de diferentes isoformas de la NOS
y de sintesis de NO (Saraiva et al, 2007). No tenemos constancia de que se haya evaluado
hasta el momento la situacidon global de estos ratones respecto a la produccién de NO

bajo nuestras condiciones dietarias.

En este sentido, sin lugar a dudas, uno de los resultados mas destacables de nuestro
estudio es la severa reduccién de la produccion global de éxido nitrico observada en los
ratones ob/ob bajo condiciones de alimentacién paralela respecto a los controles lean. Tal
resultado abogaria a favor de la actuacién del NO en la via de sefializacion de la leptina
como sefial de saciedad, asi como en la mediacién de los eventos conducentes al
deterioro vascular, entre los que podria encontrarse el propuesto desequilibrio
nitroso/redox (Saraiva et al, 2007; Li et al, 2014; Jankovic et al, 2015). Recordemos que
nuestros resultados experimentales, como se comentard posteriormente, muestran una
elevacion significativa de los niveles circulantes y urinarios de marcadores de estrés
oxidativo en ratones ob/ob por lo que, ante el descenso de la producciéon de NO, el

equilibrio nitroso/redox podria verse secundariamente modificado.

El hecho de que la arginina, el sustrato biolégico para la produccién de NO, no permita
restaurar su produccidon en este modelo experimental, tal y como muestran nuestros

resultados actuales, también aboga a favor de una deficiencia basal en la produccion de
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NO en los ratones ob/ob. Sin embargo, dado que el efecto no logrado por la
suplementacion de arginina, si se consigue con el aumento de la ingesta dietaria (y
caldrica; ésta permite restaurar los niveles plasmaticos y urinarios de nitrato de los
ratones ob/ob hasta valores normales; E Alonso, comunicacién personal) nuestros
resultados abren diferentes posibilidades interpretativas, no excluyentes, que deben

someterse a ulterior analisis experimental.

La posibilidad de que la expresion de las diferentes isoformas de NOS responda en los
ratones ob/ob a la ingesta dietaria y caldrica no parece ser una explicacién plausible para
nuestros resultados experimentales si ésta responde exclusivamente a la ausencia de
leptina. Sin embargo, tal posibilidad ha sido explorada en este trabajo valorando el nivel
de expresién del mRNA de las diferentes isoformas de NOS en aorta y corazén. Segun
nuestros resultados, sélo la expresidn de la iNOS se encuentra discretamente elevada
(~2,5 veces) en aorta de los ratones ob/ob, en concordancia con su estado
proinflamatorio. En el mismo sentido, la suplementacidn con arginina sélo afecta de forma
muy discreta el nivel de expresion de la isoforma neuronal (nNOS), elevandolo en corazén

y aorta de los ratones lean y disminuyéndolo en el caso de los ratones ob/ob.

A pesar de que nuestra observacién experimental sobre la afectacién de la expresién de
nNOS por arginina pueda apoyar el papel de este isoenzima en la instauraciéon de la
hipertrofia cardiaca en este modelo y los beneficios cardiovasculares del aminoacido
(Saraiva et al, 2007; Sansbury et al, 2012; Li et al, 2014), el alcance de nuestras
observaciones esta limitado por varios factores. El primero es la restriccion de nuestros
estudios a corazén y aorta, mientras que los niveles circulantes y urinarios de nitrato
reflejan la produccién global de NO por el organismo (Tsikas, 2005). Dada la distribucion
ubicua de las NOS y su mas que probable funciéon y regulacion diferencial en sus distintas
localizaciones tisulares, nuestros resultados no excluyen comportamientos diferentes a los
observados en el anadlisis de otros érganos o tejidos (Sansbury et al, 2012). En el mismo
sentido, nuestros analisis sélo han valorado los niveles de mRNA, no la cantidad ni
actividad de las NOS, y estd claramente establecido el estricto y complejo control
postranscripcional y postraduccional al que estdan sometidas las diferentes isoenzimas

(Sansbury y Hill, 2014; Li et al, 2014).
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Una segunda posibilidad para explicar la reducida sintesis de NO en los ratones ob/ob
podria ser la acumulacion de inhibidores enddgenos de la NOS como el ADMA, y que se ha
descrito en pacientes y modelos experimentales de patologias de RCV (Sibal et al, 2010).
Aunque los niveles de ADMA no han sido determinados en nuestro estudio, esta
posibilidad es dificilmente compatible con nuestra observacion de que la suplementacién

de arginina no restaure la produccion de NO en los ratones ob/ob.

Finalmente, esta la posibidad de que la sintesis de NO en los ratones ob/ob sometidos a
restriccion dietaria se encuentre limitada por una reducida disponibilidad de sustratos
cofactores de la NOS diferentes de la arginina. Recordemos que las NOS catalizan una
compleja reaccion oxidativa en la que se requieren, entre otros, NADPH, BH,y FAD como
cofactores (Moncada y Higgs, 1993; Li et al, 2014). No es posible descartar, a la luz de los
datos disponibles, que alguno de dichos cofactores no sea limitante en nuestras
condiciones experimentales dadas las particulares caracteristicas metabdlicas de los
ratones ob/ob respecto al uso de nutrientes y metabolismo energético (Lindstrom, 2007;
Lindstrom, 2012). Numerosos trabajos aluden a la reducida disponibilidad de BH, como
factor limitante en la biosintesis de NO (Bendall et al, 2014; Li et al, 2014). La sensibilidad
de este cofactor a la oxidacién y el estrés oxidativo observado en los ratones ob/ob serian
compatibles con esta posibilidad. En este sentido, un mayor aporte a través de la dieta de
los precursores de tales cofactores permitiria restaurar la biosintesis de NO, tal y como
indican nuestros resultados experimentales. Nos planteamos si la falta de atencion a las
pautas alimentarias utilizadas con este modelo animal (la mayor parte de las veces no
descritas en los trabajos; véase como ejemplo Saraiva et al, 2007) puede ser, como
parecen indicar nuestros resultados, lo que haya impedido hasta este momento el
disponer de una idea mas detallada de las caracteristicas de la produccion de NO en los

ratones ob/ob.

La drastica reduccidon de la sintesis de NO coexiste, en los ratones ob/ob de nuestro
estudio, con una discreta pero significativa elevacion de los niveles circulantes de la
poliamina espermina, que incluso se incrementa tras la administracion de arginina. Tal
resultado nos hace presumir una alteracion metabdlica basal en la homeostasis de los
niveles de poliaminas asociada, directa o indirectamente, a la deficiencia de leptina y de

NO. De hecho, cuando se consideran globalmente nuestros resultados, se observa una
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correlacion directa entre niveles plasmaticos de nitrato y leptina (P=0,496; r<0,0001) asi

como una inversa entre nitrato y espermina (P=-0,289; r<0,038).

Desconocemos, ante la falta de estudios disponibles en este campo, el origen bioquimico y
el significado fisiopatolégico de los cambios en los niveles de poliaminas circulantes,
particularmente en relaciéon a la disfuncién del sistema cardiovascular. Tanto el colesterol
como la glucosa provocan a largo plazo cambios anatomo-patolégicos en la pared
vascular, con proliferacion de células del musculo liso, y atraccién de fibroblastos. En esta
situacién de aumento de la divisién y crecimiento celular, podria considerarse “esperable”
una elevacidon de los niveles de poliaminas. Sin embargo, también podrian reflejar una
respuesta compensatoria frente a condiciones prooxidantes tales como las existentes en
los ratones ob/ob. Con todo ello, nuestras observaciones en los ratones ob/ob pueden
servir de base para el andlisis tanto de los mecanismos que controlan ambas vias, como de
su implicacidn en la iniciacién y progresién de las alteraciones cardiovasculares de este
modelo experimental (Saraiva et al, 2007). En el sentido de esclarecer tanto el origen del
aumento de poliaminas circulantes como su significado fisiopatoldgico se deben enmarcar

los resultados del presente trabajo.

En él hemos evaluado los posibles cambios en los niveles de poliaminas a nivel del sistema
cardiocirculatorio, concretamente, en sangre, corazon y aorta toracica de ratones lean y
ob/ob. Ademads, condicionados por las caracteristicas propias de obesidad de nuestro
modelo experimental (que supone infiltracién lipidica de los tejidos), hemos incluido
también en nuestro estudio la determinacidon de los niveles de poliaminas en el tejido
adiposo tanto abdominal como retroperitoneal. Analizar el efecto de la suplementacién de
arginina sobre los parametros indicados ha constituido también uno de los objetivos

fundamentales de nuestro estudio.

En el analisis de nuestros resultados cabe sefalar que, en todos los casos, los niveles
experimentales se encuentran en el rango de lo descrito, y que la discrecion de los
cambios observados es acorde con nuestros estudios previos (Teixeira, 1999; Teixeira et
al, 2002; Garcia-Taberner, 2001). Una caracteristica interesante de las poliaminas es la
escasa fluctuacién de sus niveles en respuesta a cambios fisiopatolégicos importantes

como, por ejemplo, la deprivacion completa de arginina, condicion en la que
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practicamente todas las vias que derivan de la arginina, incluida la sintesis de NO, estan
severamente limitadas (Teixeira, 1999; Teixeira et al, 2002). La constancia de sus niveles
se explica por lo intrincado de su metabolismo y los sofisticados mecanismos de
regulacion que determinan su patrén 6rgano/tejido especifico. Esta misma constancia
refuerza la importancia fisioldgica de las poliaminas (Algranati et al, 2006; Pegg, 2009;

Guasco-Herrera et al, 2014).

Segun nuestros resultados sobre los niveles circulantes de putrescina, espermidina y
espermina, sélo ésta ultima se eleva significativamente en los ratones ob/ob respecto a
los lean. Este resultado es acorde con la moderada elevacion de poliaminas eritrocitarias
en otros modelos de patologias de RCV. Elevaciones de espermidina y espermina se han
descrito en diabéticos tipo 2 (Seghieri et al, 1997; Meneu, 2000; Santaolaria, 2001), y de
espermidina en pacientes o modelos animales de DM1 (Seghieri et al, 1992; Garcia-
Taberner, 2001). En todos los casos mencionados (Meneu, 2000; Santaolaria, 2001;
Seghieri et al, 1992; Seghieri et al, 1997) las poblaciones diabéticas estaban afectas
también de HTA, otro factor de riesgo vascular que parece ser decisivo en el aumento de
poliaminas (Santaolaria ML, 2001). En nuestros estudios en pacientes pediatricos obesos
hemos observado elevaciones de las tres poliaminas (Codofier-Franch et al, 2011a). La
coincidencia de resultados respecto a la elevacién en los niveles circulantes de poliaminas
en diferentes condiciones de RCV hace pensar que forman parte de una respuesta
convergente que, aunque por diferentes procesos etiopatogénicos, estd relacionada con el
deterioro endotelial comun de estas patologias. En este sentido, y dada la constancia y
escasa variabilidad de sus niveles, podria constituir un buen marcador en el seguimiento

del RCV. La dificultad estriba en establecer su significado.

Los niveles circulantes de poliaminas se elevan en situaciones de proliferacién celulary, en
el cancer, se han relacionado con la extension y agresividad del tumor (Minois et al, 2011;
Soda, 2011; Battaglia et al, 2014). Por los datos de que disponemos en las patologias de
RCV, podrian estar relacionadas con la presencia de sus complicaciones vasculares;
podrian ser marcadores de dafio vascular, proliferacién celular o reparacidon endotelial

activa por la existencia de vasos lesionados (Seghieri et al, 1992; Seghieri et al, 1997).
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Otra posibilidad es que las poliaminas circulantes estén relacionadas con la respuesta
frente al estrés oxidativo que acompafa a las patologias de RCV. La espermidina y la
espermina, al igual que la arginina, poseen capacidad antioxidante y son capaces de
proteger a las moléculas bioldgicas (DNA y lipidos) del dafo oxidativo mediado por
radicales libres (Tadolini, 1988; Lovaas y Carlin, 1991; Lovaas, 1997). El estrés oxidativo
podria activar las sefiales intracelulares para el crecimiento y la proliferacién celular
modificando el metabolismo y recambio de las poliaminas. De hecho, tanto la ODC como
la SSAT y otros enzimas clave en el metabolismo de las poliaminas son sensibles al estrés
oxidativo o sus consecuencias (Otieno y Kensler, 2000; Jell et al, 2007; Pirinen et al, 2007;

Smirnova et al, 2012).

Ciertos resultados previos de nuestro grupo sugieren una conexidon entre niveles
circulantes de poliaminas y estrés oxidativo. En pacientes diabéticos, los niveles
circulantes de poliaminas evolucionan paralelamente a los de MDA, uno de los
marcadores mds ampliamente utilizados de estrés oxidativo (Santaolaria, 2001). En el
mismo sentido, la elevacién de espermidina y espermina en la diabetes clinica o
experimental se normaliza con el suministro de arginina, con probados efectos
antioxidantes, al tiempo que se reduce la excrecion urinaria MDA (Meneu, 2000; Garcia-
Taberner, 2001). Estos resultados apoyarian el propuesto papel antioxidante de las
poliaminas (Lovaas, 1997), aunque no descartan efectos indirectos ni significados

bioguimico-fisiolégicos diferentes para las distintas poliaminas.

Un resultado similar hemos obtenido en este estudio en el que la elevacidn sanguinea de
espermina en los ratones ob/ob se correlaciona con la de los marcadores circulantes de
estrés oxidativo como 8-isoprostanos (R=0,702; p<0,0001) y MDA (R=0,522; p<0,0001).
Estos resultados reproducen totalmente los obtenidos en nuestros estudios con pacientes
pediatricos obesos (Codofier-Franch et al, 2011a) por lo que abren la puerta al analisis
detallado de su utilidad potencial, en concreto, al abordaje de su respuesta a la

suplementacion con arginina.

Sin embargo, otro resultado interesante de nuestro estudio es la insensibilidad de los
niveles de circulantes de espermina de los ratones ob/ob a la suplementacién de arginina.

En trabajos previos con pacientes diabéticos observamos que la suplementaciéon de
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arginina disminuia los niveles sanguineos de espermidina y espermina (Meneu V, 2000). Es
posible que la disponibilidad de arginina en el hombre tenga un mayor reflejo en los
niveles sanguineos de poliaminas, al menos bajo condiciones patoldgicas. Otra posibilidad
no descartable a la luz de nuestros resultados es que la efectividad de la arginina esté
relacionada con la funcionalidad de la via leptina-NO, el defecto primario en los ratones

ob/ob.

Por lo que respecta a los niveles de poliaminas tisulares (corazén, aorta y paquetes grasos
abdominal y retroperitoneal) los resultados obtenidos confirman nuestras observaciones
previas en lo referente al patrén diferencial de cada érgano/tejido, y que los cambios de
sus niveles tisulares son mucho mas pronunciados que a nivel sanguineo (Teixeira, 1999;
Teixeira et al, 2002). En el actual estudio hemos observado, para los érganos tejidos
analizados, un comportamiento caracterizado por 1) un descenso generalizado vy
significativo de la mayoria de poliaminas en los ratones ob/ob respecto a los lean; 2)
cambios especificos de tejido en el cociente espermidina/espermina; y 3) un débil efecto
de la arginina, en todo caso mas evidente en los ratones lean que en los ob/ob.
Consideraremos independientemente los resultados de cada tejido y su posible significado

en el contexto del modelo experimental utilizado.

Segln nuestros resultados los ratones ob/ob presentan, respecto a los lean, niveles
cardiacos significativamente mds bajos de putrescina y espermidina sin cambios en los de
espermina, lo que reduce el cociente espermidina/espermina significativamente en este
6rgano. Desconocemos si el descenso de este cociente (indice de hiperplasia vy
proliferacién celular) o de los niveles individuales de putrescina y/o espermidina reflejan
eventos primarios previos a la hipertrofia cardiaca que caracteriza los estadios mas
avanzados de este modelo de obesidad. Entre estos eventos podria encontrarse una
elevacion de los procesos apoptoticos (Barouch et al, 2006), fendmeno en el que también
se ha implicado a las poliaminas (Janne et al, 2004). Recordemos, aunque ya se ha
comentado, que nos movemos en estadios iniciales de la obesidad y sus complicaciones, y
la elevacién de poliaminas no parece ser un evento decisivo, aunque si frecuente, en la

hipertrofia cardiaca experimental (revisado en Janne et al, 2004).
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A diferencia de lo referido para corazoén, el engrosamiento e infiltracién lipidica del tejido
aortico resultd ya evidente en nuestro modelo experimental. A pesar de ello el
comportamiento del tejido adrtico respecto a los cambios en los niveles de poliaminas fue
muy similar al cardiaco, observdndose en este caso descensos significativos para las tres
poliaminas en ratones ob/ob. Sin embargo, dado el mayor descenso de la espermina, el
cociente espermidina/espermina en este tejido, a diferencia del corazén, se eleva
significativamente, y resulta tentador relacionarlo con una disfuncién y excesiva
proliferacién del tejido vascular (Jdnne et al, 2004). Pero mas alld de esta observacion
experimental, que debe ser tomada con cautela dada la mds que probable contribucion a
estos efectos de depdsitos grasos adheridos a la pared arterial, se encuentra la respuesta
a la arginina de este tejido. A diferencia de la falta de efectos apreciables a nivel cardiaco,
la ingesta de arginina restauré de forma parcial pero significativa los niveles de
espermidina y espermina y el cociente espermidina/ espermina en el grupo obeso. Tal
comportamiento sugiere que los cambios en los niveles de poliaminas mediados por la
arginina en el arbol vascular podrian estar implicados en los ampliamente descritos

beneficios cardiovasculares del aminoacido (Clemmensen et al, 2012; Stancic et al, 2012).

Como ya se ha comentado, el catabolismo de las poliaminas, al igual que los efectos de la
arginina, se han relacionado con la adiposidad y el control del gasto energético en el tejido
adiposo (Pirinen et al, 2007; Jell et al, 2007; Pérez-Leal, 2012; Bonhoure et al, 2015). Segun
nuestros resultados, los niveles tanto de espermidina como de espermina son
significativamente mas bajos en tejido adiposo (abdominal y retroperitoneal) de los
ratones ob/ob que en los lean, permaneciendo constante su cociente, y careciendo de
efecto la suplementacion de arginina. Recordemos que la arginina ha resultado ineficaz en
la reduccién de los depdsitos grasos de los ratones ob/ob en nuestro estudio. Sin
embargo, en los ratones lean, la administracién de arginina disminuyé estos depésitos
alrededor de un 10%, efecto que se acompaia de una sensible (aunque no significativa)
elevacion de los niveles de espermidina y espermina. Segun estos resultados no hay que
descartar un cierto grado de implicaciéon del metabolismo de la arginina hacia poliaminas
en el control de la obesidad. En cualquier caso, o bien la via leptina-NO seria fundamental,
o la contribucidn de la via arginina-poliaminas se encuentra infravalorada en nuestras
particulares condiciones experimentales de alimentacidn restringida de los ratones ob/ob.

Un dato que apoyaria esta segunda posibilidad es que el nivel de estrés oxidativo, al que
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es sensible el metabolismo de las poliaminas, depende criticamente de la ingesta dietaria

en los ratones ob/ob (Sainz et al, 2010).

5.3. ESTRES OXIDATIVO: EFECTO DE LA SUPLEMENTACION CON
ARGININA.

Nuestros resultados estan de acuerdo, en términos generales, con la ampliamente
descrita situacidn de estrés oxidativo asociada a la obesidad (Ruskovska y Bernlohr, 2013;
Murdolo et al, 2013). Sin embargo, también muestran la importancia de los marcadores y
lechos seleccionados para evaluar tal condicién vy, por nuestras condiciones
experimentales, la importancia clave de la ingesta (Sainz et al, 2010; Sohal y Forster,

2014).

El estrés oxidativo refiere al desequilibrio del estado redox que resulta de la superacién de
la capacidad antioxidante por la generacién de especies reactivas de oxigeno (ROS). Su
consecuencia, en Ultima instancia, es el dafo oxidativo a las macromoléculas celulares
alterando su estructura y funcion. Otra consecuencia de la sobreproduccién de ROS es la
desregulacion de las multiples vias de senalizacion en las que se encuentran
fisioldgicamente implicadas (Dalton et al, 1999; Siti et al, 2015). Junto a las alteraciones de
la biodisponibilidad de NO, el aumento del estrés oxidativo constituye otra observacion
comun a las patologias de RCV en las que parece contribuir de forma decisiva a la
instauracion y desarrollo de sus complicaciones (Ruskovska y Bernlohr, 2013; Murdolo et

al, 2013; Li et al, 2014; Jankovic et al, 2015).

Diferentes mecanismos se han relacionado con el estrés oxidativo en la obesidad. Entre
ellos destacan la resistencia insulinica y la inflamaciéon provocada por la expansion del
tejido adiposo y, mas concretamente, por la funcionalidad de este tejido. Resultan cada
vez mdas numerosas las evidencias de que los efectos deletéreos de la obesidad no se
relacionan criticamente con la masa de tejido adiposo sino con sus caracteristicas
metabdlicas y secretoras como érgano endocrino (Olefsky y Glass, 2010; Katsareli y

Dedoussis, 2014; Jankovic et al, 2015). Resistencia insulinica e inflamacidon acompafian en
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nuestro modelo ob/ob a la falta de secrecién de leptina funcional por el tejido adiposo.

Estos resultados se comentaran en el siguiente apartado.

En nuestro estudio hemos evaluado el dafio oxidativo provocado por las ROS a nivel
lipidico mediante la determinacién de TBARM y 8-isoprostanos plasmaticos y urinarios, y
MDA en plasma. Los resultados son claramente indicativos de la existencia de estrés
oxidativo a nivele sistémico en los ratones ob/ob. En éstos, tanto los niveles de 8-
isoprostanos en plasma y orina como los de MDA en plasma medido mediante HPLC son
significativamente mas altos que en los controles lean. Sin embargo, los niveles de TBARM
sélo se ven ligeramente aumentados tanto en plasma como en orina de los ratones
obesos. Estos resultados concuerdan totalmente con los del estudio de Sainz et al (2010)
en ratones ob/ob sometidos a alimentacién paralela respecto a los controles lean. Dos
resultados interesantes de este mismo estudio son que los niveles circulantes de TBARM
en estos ratones se elevan considerablemente (del orden de 4 veces) con la alimentacién
“ad libitum”, y que este aumento se previene por el tratamiento con leptina (Sainz et al,
2010). Estas observaciones refuerzan la idea de la importancia del control de la ingesta en
el andlisis de los resultados obtenidos en diferentes modelos experimentales, en
particular, los referidos a los equilibrios redox por su especial sensibilidad a la

disponibilidad y uso de los combustibles energéticos (Jankovic et al, 2015).

Los datos sobre el papel de la leptina en relacién al estrés oxidativo son contradictorios,
habiéndose descrito efectos tanto pro como antioxidantes (revisado en Lindstrom, 2012).
Asi, la produccion de ROS in vitro por células inflamatorias y endoteliales, y el nivel de
estrés oxidativo sistémico en animales no obesos son estimulados por la leptina, y la
hiperleptinemia farmacoldgica induce estrés oxidativo sistémico y localizado, lo que
sugiere un papel "pro-oxidante" de la leptina (Beltowski et al, 2003). Por el contrario, en
ratones ob/ob, el estrés oxidativo inducido por la dieta se reduce por la administracién de
leptina recombinante que altera la expresion de 1127 genes de los cuales 86 estan
implicados en el estrés oxidativo, la defensa inmune y la respuesta inflamatoria (Sainz et
al, 2010). Nuestros resultados a nivel sistémico de marcadores de estrés oxidativo y de
inflamacion (IL-6; véase mas adelante) son mas acordes con su papel antioxidante in vivo,

al menos bajo condiciones de restriccidn dietaria.
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Sin embargo, segln nuestros resultados, los efectos de la leptina podrian ser diferentes a
nivel tisular. En nuestro estudio hemos valorado el dafio oxidativo en diferentes drganos y
tejidos utilizando como indicadores de peroxidacion lipidica el TBARM, y los niveles de
grupos SH y AOPPs (grupos CO) como marcadores de oxidacion proteica. A fines practicos,
ésta ultima la hemos valorado conjuntamente por el cociente CO/SH. A pesar de la
complejidad de los cambios érgano/tejido especificos para los diferentes parametros,
nuestros resultados apuntan a un menor grado de estrés oxidativo a nivel tisular en los
ratones ob/ob que en los controles lean. En lineas generales, tanto los niveles de TBARM
como el cociente CO/SH o no se modifican o descienden, particularmente en higado y
paquetes grasos, llegando a alcanzar las diferencias significacion estadistica. A diferencia
de lo seiialado, los niveles musculares de TBARM fueron ligera pero sensiblemente mas
altos en el grupo ob/ob que en el control. Estos resultados concuerdan totalmente con los
del estudio de Sdinz et al (2010) que muestra niveles musculares de TBARM superiores en
los ratones ob/ob que no difirieren significativamente de los del grupo lean sometido a
alimentacién paralela. Considerando el papel estimulador de la leptina en el reparto, flujo
y utilizacion de los combustibles energéticos y la actividad metabdlica mitocondrial, su
deficiencia en los en los ratones ob/ob podria conllevar una menor liberaciéon de ROS a
este nivel y, en consecuencia, a un menor estrés oxidativo (Lindstrom, 2012). Esta
condicion podria prevalecer bajo condiciones de alimentacion restringida, y ser superada

cuando se eleva la ingesta dietaria como se observa en el trabajo de Sdinz et al (2010).

Es mas que probable que la resistencia insulinica que acomparia a la deficiencia de leptina
tenga un papel importante en los efectos observados a nivel tisular. De hecho, el descenso
en los niveles de TBARM y del cociente CO/SH es particularmente evidente en higado y
grasa, dos tejidos insulino-sensibles, y los niveles de ambos marcadores se correlacionan
directa o inversamente con el indice HOMA de resistencia insulinica en musculo, higado y

grasa (p<0,025 en todos los casos).

Sin embargo, la Rl no parece ser decisiva en el estrés oxidativo a nivel sistémico, al menos
de forma directa. Segun nuestros resultados, los niveles de indicadores de dafio oxidativo
evaluados en plasma y/u orina (Isoprostanos, MDA, TBARM) parecen responder, de forma
diferencial, al conjunto de las particulares condiciones metabdlicas y adipoquinas que

diferencian los ratones lean de los ob/ob. Asi, el nivel plasmatico de TBARM sélo se
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correlaciona positivamente con el de triglicéridos (R=0,571; p<0,0001). Para el MDA se
observan correlaciones con el colesterol total (R=0,325; p=0,021), colestrol HDL (R= -
0,514; p<0,0001), cociente CT/HDL (R=0,464; p=0,001) y nitrato (R=0,388; p=0,008).
Finalmente, los niveles plasmdticos de isoprostanos se correlacionan con los de glucosa
(R=0,424; p=0,005), colesterol (R=0,543; p<0,0001), cociente CT/HDL (R=0,497; p=0,001),
nitrato (R=-0,374; p=0,005). Ademads, sdlo para los isoprostanos se observan correlaciones
con los niveles de resistina (R=0,450; p=0,003), y el peso de los paquetes grasos abdominal
(R=0,647; p=0,007) y retroperitoneal (R=0,553; p=0,026). Sefialar que las correlaciones
indicadas resultan del analisis conjunto de nuestros cuatro grupos experimentales. Sin
embargo, los grupos lean y ob/ob difieren en la presencia o ausencia de leptina, y los
niveles de ésta se correlacionan con los de MDA (R=0,437; p=0,042) en el grupo control. La
importancia de la leptina en el estrés oxidativo se evidencia cuando se analizan
separadamente los datos de los ratones lean y ob/ob. Asi, en los ratones lean, las
correlaciones anteriormente sefialadas para el MDA se amplian a la resistina (R= -0,642;
p=0,001) y al peso de los paquetes grasos (R=0,707; p=0,05). Por el contrario, sélo se
conserva para los isoprostanos la correlacién con la glucemia. A la luz de estos resultados
no hay que descartar que la Rl que conlleva la deficiencia de leptina, a través de sus
secuelas metabdlicas, condicione diferencialmente el grado y tipo (marcadores) de estrés
oxidativo. Estos resultados también apoyan la importancia de la extensién y funcionalidad
(niveles de resistina) de los depdsitos grasos en el estrés oxidativo (Olefsky y Glass, 2010;

Rath et al, 2014; Netzer et al, 2015).

Frente al amplio consenso sobre los beneficios de la arginina en el metabolismo
energético, la obesidad y sensibilidad a la insulina, sus efectos sobre el estrés oxidativo
siguen siendo objeto de controversia. Acciones antioxidantes y pro-oxidantes se han
atribuido al aminodcido, tanto in vivo como in vitro, dependiendo del modelo
experimental y marcadores evaluados (Sdinz et al, 2010; Sohal y Forster, 2014). Segun
nuestros resultados, sus efectos antioxidantes predominarian a nivel sistémico en los
ratones lean en los que la suplementacién con arginina disminuye los niveles de la practica
totalidad de marcadores de estrés oxidativo evaluados. Sin embargo, efectos prooxidantes
y antioxidantes parecen coexistir en los ratones ob/ob ya que, en éstos, la arginina
incrementa sensiblemente los niveles plasmaticos de isoprostanos y los urinarios de

TBARM, al tiempo que disminuye significativamente los de MDA en plasma.
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La mayoria de estudios que apoyan el papel antioxidante de la arginina lo atribuyen a su
canalizacién hacia NO (Stancic et al, 2012; Sansbury y Hill, 2014; Li et al, 2014). Nuestros
resultados apoyarian esta posibilidad dada la severa reduccién de la sintesis de NO
observada en los ratones ob/ob y su no normalizacién por la arginina. Sin embargo,
nuestros resultados no descartan efectos antioxidantes directos o independientes de NO
de la arginina sobre la generacién de MDA. Tampoco descartan efectos indirectos
relacionados con los cambios metabdlicos inducidos por la suplementacion. Como ya
hemos comentado, los indicadores analizados de dafio oxidativo se correlacionan de
forma diferencial con el perfil glucidico y lipidico, la masa de los paquetes grasos y niveles
de adipoquinas, y los efectos de la arginina sobre estos parametros difiere entre ratones

lean y ob/ob.

Como ya se ha sefialado, la sensibilidad a la insulina parece ser el principal factor
relacionado con el estrés oxidativo a nivel tisular en nuestro estudio. Numerosas
evidencias experimentales apoyan la mejora de la sensibilidad a la insulina asi como el
aumento de la captacién de glucosa y su metabolismo con la administracion de arginina.
Otros efectos metabdlicos de este aminodcido incluyen aumento de la lipolisis, inhibicion
de la lipogénesis, reduccion de la sintesis de glucosa y triglicéridos, y elevacion de la
oxidacidon de glucosa y acidos grasos en tejidos insulino sensibles (McKnight et al, 2010;
Tan et al, 2012; Stancic et al, 2012; Clemmensen et al, 2012). De acuerdo con ello,
nuestros resultados muestran que la resistencia insulinica (indice HOMA) se reduce
significativamente en los ratones ob/ob con la ingesta de arginina. Este descenso es
consecuencia de un menor requerimiento de insulina para mantener niveles iguales, o
ligeramente inferiores, de glucosa circulantes y, aunque mucho menos acusado, también
se observa en los ratones lean. Es posible que este cambio en la actividad metabdlica con
la administracion de arginina repercuta en la generacién de ROS y en el dafo oxidativo en
tejidos sensibles a la insulina como higado musculo y tejido adiposo. Nuestros resultados
no evidencian cambios significativos en la peroxidacion lipidica (TBARM), pero si en la
oxidacion proteica (CO/SH), en estos tres tejidos con la suplementacion, con efectos mas
pronunciados en los controles lean. Asi, la arginina reduce el cociente CO/SH en higado,
mientras que lo eleva clara y significativamente en musculo y, sobre todo, en tejido
adiposo. Si ello refleja un aumento del estrés oxidativo por la arginina directa o

indirectamente, si este estrés estd implicado en la reduccién de la masa adiposa y/o su
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actividad secretora, y los mecanismos subyacentes creemos que son cuestiones que

merecen mas detallado analisis experimental.

La importancia del tejido adiposo como fuentes de radicales libres y el posible significado
fisiopatoldgico del estrés oxidativo en este tejido en relacidn con la resistencia insulinica,
inflamacion y otras alteraciones que acompafian a la instauracién y evolucién de las
complicaciones asociadas a la obesidad han sido objeto de recientes y magnificas
revisiones (Murdolo et al, 2013; Ruskovska y Bernlohr, 2013; Netzer et al, 2015). En ellos
se recogen las evidencias experimentales que apoyan la implicacién del estrés oxidativo
en el potencial de proliferaciéon, diferenciacion y remodelado celular implicados en la
expansion y mantenimiento de la funcionalidad del tejido adiposo. Sin embargo, en ellos
también se reconoce la falta de conocimientos sobre los mecanismos que relacionan el
estrés oxidativo con su disfuncién, asi como de las especies oxidantes implicadas, sus
dianas y los productos oxidados generados (marcadores). Ademas, la asociacién del estrés
oxidativo con la disfuncion del tejido adiposo proviene, basicamente, de estudios en
obesidad inducida por dieta; como muestran nuestros resultados y los de otros estudios
(Sainz et al, 2010) la ingesta caldrica es un factor decisivo (la mayoria de las veces no
contemplado) en el estrés oxidativo. No tenemos conocimiento de que se haya explorado
el estrés oxidativo en tejido adiposo en los ratones ob/ob y los efectos sobre él de la
administracion de arginina. Sin embargo, como pasamos a comentar en el siguiente
apartado, la arginina juega un papel crucial en el metabolismo de los macréfagos que
infiltran el tejido adiposo condicionando su polarizacién hacia fenotipo M1 o M2 vy, con

ello, los procesos inflamatorios (Olefsky y Glass, 2010; Rath et al, 2014).

5.4. ADIPOQUINAS, INFLAMACION Y RESISTENCIA INSULINICA: EFECTO DE
LA SUPLEMENTACION DE ARGININA.

Existen abrumadoras evidencias clinicas y experimentales que apoyan el papel de la
adiposidad como causa primaria de la resistencia insulinica y la inflamacion que
acompafan a las complicaciones de la obesidad (Stancic et al, 2012; Sansbury y Hill, 2014;
Katsareli y Dedoussis, 2014; Cavalera et al, 2014). Sin embargo, cada vez cobra mas fuerza

la hipotesis de que es la “desregulacion” de la actividad del tejido adiposo y no su masa lo
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que conecta la obesidad con el RCV. Es decir, que el aumento de la masa del tejido
adiposo no es suficiente ni necesaria para que se produzcan las alteraciones metabdlicas

(Olefsky y Glass, 2010; Rath et al, 2014).

La obesidad conlleva importantes cambios estructurales y funcionales del tejido adiposo.
Entre ellos, aumento de los acimulos grasos en los adipocitos ya existentes (hipertrofia) y
generacion de nuevos adipocitos a partir de pre-adipocitos (adipogénesis). De acuerdo con
la hipotesis de la “expandibilidad”, el limite de adiposidad “sana” vendria determinado por
la capacidad individual del tejido adiposo para expandirse por adipogénesis. La alteracién
de la capacidad adipogénica caracteriza a la obesidad metabdlicamente “dafiina” o

hipertréfica (revisado en Murdolo et al, 2013; Ruskovska y Bernlohr, 2013).

El compromiso de las funciones endocrinas es otra caracteristica inherente a la obesidad
daiiina, y cuyas manifestaciones finales son la resistencia a la insulina y la inflamacidn.
Ademas de servir de almacén para el exceso caldrico en forma de grasa, el tejido adiposo
es considerado actualmente como un activo e importante érgano endocrino. Como tal,
secreta numerosas moléculas bioactivas decisivas en el control del metabolismo
energético y sensibilidad a la insulina como la leptina, resistina y adiponectina. Otras,
como TNF-a e IL-6, no son de secrecién exclusiva por los adipocitos pero tienen efectos
proinflamatorios estrechamente relacionados con la resistencia insulinica (Olefsky y Glass,

2010; Katsareli y Dedoussis, 2014)

La infiltracion de macréfagos y otras células del sistema inmune es otra caracteristica del
remodelado del tejido adiposo en la obesidad y que contribuye a su disfuncién. La
interaccién entre adipocitos y macrdfagos, a través de la liberacidn de d4cidos grasos y
citoquinas proinflamatorias como TNF-a e IL-6, establece un circuito paracrino de
retroalimentacion por el que se establece una inflamacion de bajo grado que,
posteriormente, se cronifica y propaga. Finalmente, la secrecidén de grandes cantidades de
TNF-a e IL-6 por los macrofagos y los adipocitos hipertréficos, y la reducida adipogénesis,
contribuyen a desregular la liberacion de adipoquinas y a promover la resistencia a la
insulina. El estado inflamatorio es, junto a la resistencia a la insulina, otra de las causas del
deterioro vascular que acompafia a la obesidad. De hecho, la obesidad es considerada

actualmente una enfermedad inflamatoria (Lumeng y Saltiel, 2011; Rocha y Folco, 2011).
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La estrecha conexidon entre obesidad, resistencia a la insulina e inflamacion ha sido
valorada en nuestro estudio a través de los niveles de insulina y glucosa (integrados en el
indice HOMA), IL-6 y TNF-a (citoquinas proinflamatorias), resistina y leptina (adipoquinas
indicadoras de la funcionalidad del tejido adiposo), y el peso de los paquetes grasos
abdominal y retroperitoneal (indicadores del grado de adiposidad). Los cambios en estos
parametros con la suplementacion de arginina nos han permitido evaluar los beneficios

descritos para este aminoacido en la obesidad.

En este contexto, nuestros resultados apoyan totalmente las observaciones previas y las
amplian en el sentido de su constatacién incluso en nuestras mas que moderadas
condiciones de restriccién dietaria y en modelo, ratones ob/ob, en el que la ausencia de
leptina conlleva una reduccién drastica de la sintesis de NO. Segun nuestros resultados,
los ratones ob/ob bajo condiciones de alimentacién paralela presentan, respecto a los
controles lean, una masa grasa abdominal y retroperitoneal 10-20 veces superior; niveles
circulantes de glucosa e insulina del orden de 2 y 7 veces superiores, respectivamente, lo
que se traduce en una elevacion del indice HOMA de mas de 10 veces; niveles tres veces
superiores de resistina; y unos niveles de IL-6 unas 10 veces superiores. Los niveles de
TNF-a en nuestro estudio fueron indetectables en todos los grupos. Por lo tanto, la
coexistencia de obesidad disfuncional, resistencia insulinica e inflamacién han sido

reproducibles en nuestro modelo.

También hemos podido constatar en nuestro modelo ob/ob algunos de los beneficios
descritos para la arginina en la obesidad (McKnight et al, 2010; Stancic et al, 2012;
Clemmensen et al, 2012; Tan et al, 2012). Entre ellos, aumento de la sensibilidad a la
insulina (descenso del indice HOMA); reduccidn de la inflamacion (IL-6); y mejora del perfil
de adipoquinas (resistina). Sin embargo, en nuestros ratones ob/ob, estos efectos no se
asocian a una reduccidn en la masa de tejido adiposo sino a cambios en su perfil secretor
evidenciado por una menor liberacidén de resistina e IL-6. De acuerdo con los resultados
previos en modelos de obesidad inducida por dieta (Stancic et al, 2012; Clemmensen et al,
2012; Tan et al, 2012), los beneficios de la arginina en los ratones lean se amplian a una
sensible disminucidn del peso de los depdsitos grasos (8-20%) y a un significativo descenso
de la leptina. Por lo tanto, a pesar de que la derivacidn de la arginina hacia NO ha sido

implicada en la mayoria de sus beneficios sobre el perfil cardiovascular, nuestros
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resultados sugieren la implicacion también de procesos NO-independientes mediados
directamente por la propia arginina (antioxidante) o su derivacidon hacia otras vias

(poliaminas).

Evidencias recientes apoyan la importancia de la disponibilidad de arginina y de su uso
metabdlico en la polarizacion de los macréfagos del tejido adiposo hacia el fenotipo
M1/Th1l (proinflamatorio) o M2/Th2 (antiinflamatorio). Asi, en los macréfagos M1 la
arginina es metabolizada principalmente por la via de la NOS mientras que en los M2 su
principal derivacion es hacia poliaminas via arginasa (Olefsky y Glass, 2010; Rath et al,
2014). Una posibilidad que queda abierta al analisis experimental es que, dado el
descenso observado en la sintesis de NO en los ratones ob/ob, exista un desequilibrio
NO/poliaminas (M1/M2) en los macréfagos del tejido adiposo y que éste resulte sensible

al aporte exdgeno de arginina.

Estudios in vitro han constatado la importancia de la arginina en la diferenciacion de los
adipocitos (Vuohelainen et al, 2010; Tan et al, 2012). Este proceso se encuentra alterado
en la obesidad, y pre-adipocitos y adipocitos difieren en sus caracteristicas secretoras, por
lo que no seria descartable una mejora del perfil secretor con la suplementacion de
arginina. De hecho, la expresion de adiponectina caracteriza a los adipocitos
diferenciados, y una reduccién de la relacién leptina/adiponectina ha sido descrita tras la
administracion de arginina (revisado Rath et al, 2014). Los niveles de adiponectina no han
sido evaluados en nuestro estudio pero si hemos constatado una disminucién significativa

de leptina tras el tratamiento con arginina de los ratones lean.

Otras opciones directas para los beneficios de la arginina estarian relacionadas con su
capacidad antioxidante, ya que las alteraciones del estado redox, la hipoxia y el estrés
oxidativo se postulan como opciones para explicar el inicio y/o la progresion de la
disfuncion del tejido adiposo en la obesidad (Ruskovska y Bernlohr, 2013; Murdolo et al,

2013; Sansbury y Hill, 2014; Netzer et al, 2015; Jankovic et al, 2015).

Al margen de estas consideraciones, creemos que uno de los resultados mas interesantes
de nuestro estudio es la constatada elevacidn de los niveles de resistina en los ratones
ob/ob, su parcial restauracion por la administracion de arginina, y la correlacién de sus

niveles con la mayoria de parametros evaluados en nuestro estudio.
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Se ha demostrado que la administracién de resistina recombinante a ratones normales
daiia la accién de la insulina y la tolerancia a la glucosa, mientras que los dos procesos se
mejoran en ratones con obesidad inducida por la dieta tras la inyecciéon de anticuerpos
frente a la resistina circulante (Steppan et al, 2001). Esta adipoquina actua principalmente
en higado aumentando la liberacién hepatica de glucosa y, en menor medida
(dependiendo de la especie de roedor), reduciendo la captacion de glucosa en tejido
adiposo y musculo (Benomar et al, 2013). La manipulacidn génica en roedores con el fin
de provocar la sobreexpresidn, reduccidén o supresion de la resistina, ha confirmado que
ésta ejerce una funcion antagdnica a la de la insulina dando lugar a intolerancia a la
glucosa, hiperinsulinemia e hipertrigliceridemia, como corroboran los datos de nuestro
estudio, lo que indica que se produce un deterioro del efecto reductor de glucosa de la
insulina. Por el contrario, la disminucién de la expresidn de resistina revierte la Rl inducida
por una dieta alta en grasas (Qi et al, 2006; revisado en Codoiier-Franch y Alonso-Iglesias,

2015).

El aumento de los niveles de resistina asociado a la obesidad en ratones ob/ob se
confirmoé en nuestro ensayo Multiplex, en el que obtuvimos una concentracién de esta
adipoquina casi tres veces mayor en el plasma del grupo obeso que en el control, que en
nuestro caso depende de forma directa o indirecta de la presencia de leptina y no de la
dieta. Al analizar la correlacidn entre niveles de resistina y los del resto de parametros
medidos, hemos podido observar que ésta se relaciona globalmente de forma significativa
con los diferentes indicadores de alteraciones glucidicas o lipidicas, resistencia a insulina,
inflamacion, dafio oxidativo y metabolismo de la arginina (poliaminas y éxido nitrico). En
cuanto a la Rl se ve correlacidon global positiva de la resistina con la insulina, la glucosa y el
indice HOMA, el cual relaciona glucemia e insulinemia. Ademas, la Rl deriva en
dislipidemia porque altera la actividad lipogénica, que en nuestro estudio se constata por
la correlacion positiva entre el nivel de resistina y el de colesterol y triglicéridos. De esta
forma, nuestros resultados confirman en los ratones ob/ob la implicacién de la resistina
en la Rl asociada a la obesidad. La resistina reduce la fosforilacion dependiente de insulina
de Akt y de las quinasas ERK1/2; aumenta la expresion de IL-6, SOCS-3 y PTP-1B (los
principales reguladores negativos de la sefializacion de la insulina), a través de la
activacion de los factores de transcripcion NF-kB y AP-1; y activa JNK y p38MAPK (serin-

quinasas activadas por estrés), que aumentan la fosforilacién del IRS-1 en el residuo S307
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(que perjudican la sefializacién de insulina) y aumentan la expresién de los factores de
transcripcion mencionados, dando lugar, en conjunto, a Rl y al aumento de expresién de
citoquinas inflamatorias (TNFa, IL-6) (revisado en Codofier-Franch y Alonso-Iglesias, 2015).
Estas citoquinas inflamatorias también fueron cuantificadas en este estudio. El TNF-a no
pudo valorarse con nuestro método, ya que sus niveles estuvieron en todos los casos por
debajo del limite de deteccién. Sin embargo, los niveles de IL-6 son significativamente
mayores, como se espera en un estado de Rl y de hiperglucemia (Katsareli y Dedoussis,
2014). Haciendo un andlisis de correlacidn entre el nivel de resistina y de IL-6, se observa
una concordancia positiva entre ambos valores, tanto a nivel global como a nivel de grupo
control y grupo obeso por separado, siendo especialmente alta en este segundo caso,

donde llegado a un valor de resistina el nivel de IL-6 se dispara de forma exponencial.

Por lo tanto, a pesar del diferente origen de la molécula de resistina en ratones vy
humanos, nuestros resultados apoyan la idea de que no existe diferencia en su
funcionalidad (Figura 5.1). De hecho, tal posibilidad ya ha sido evaluada por Qatani et al
(2009) en ratones transgénicos “humanizados” que carecen de resistina murina derivada
de adipocitos, pero si expresan resistina humana en macroéfagos. Estos ratones con una
dieta alta en grasa muestran inflamacion del tejido adiposo blanco y Rl debido
principalmente a una reduccién de la captacion muscular de glucosa. Por lo tanto, la
resistina derivada de macréfagos también puede ligarse a respuestas inflamatorias, a la
homeostasis de la glucosa y a Rl en humanos. Trasladar los efectos de la resistina en la Rl
desde el ratén a humanos tiene un gran valor potencial, ya que la Rl tiene un papel causal
prominente en el estado inflamatorio que subyace a una amplia gama de patologias,
incluyendo la obesidad, la diabetes, |la aterosclerosis y la enfermedad vascular y los

tumores malignos.

Resefiar finalmente la concordancia de los resultados de este trabajo en ratones ob/ob
sobre los niveles circulantes de resistina, espermina, parametros de estrés oxidativo e
inflamacion, con los observados por nuestro grupo en pacientes pediatricos obesos
(Codofier-Franch et al, 2011a; Codofier-Franch et al, 2011b; Codofier-Franch et al, 2012;
Codofier-Franch et al, 2014). Si la elevacidn sanguinea de espermina responde a deterioro
vascular o es una respuesta al estrés oxidativo debera ser objeto de analisis detallado. Sin

embargo, el hecho de que tanto en humanos obesos como en ratones deficientes en
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leptina se observe un mismo comportamiento sugiere una importancia relativa de la
leptina y una mayor implicacién de la propia condicién de obesidad en estos procesos.
Cabe sefialar, que las variaciones en los niveles de poliaminas a nivel sanguineo son
mucho menos marcados que a nivel tisular, el modelo murino que hemos utilizado aporta
informacion adicional que, aunque no sea suficiente para extraer conclusiones definitivas,

si permite orientar sobre futuros experimentos.
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Figura 5.1. Integracion del papel de la resistina en el contexto de inflamacidn, Rl, estrés oxidativo
y deterioro vascular. Tomada de Codofier-Franch y Alonso-Iglesias (2015).
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Conclusiones

1. Los ratones ob/ob, un modelo largamente utilizado de RCV asociado a obesidad
por deficiencia de leptina, mantienen, bajo condiciones de “alimentacidn paralela” con sus
controles lean, las caracteristicas que le configuran como tal: obesidad, aumento del peso
de los paquetes grasos, hiperglucemia, hiperinsulinemia, resistencia insulinica,

hipercolesterolemia, y elevacién moderada de triglicéridos.

2. La suplementacidon con arginina mejora sensiblemente el perfil glucidico y la
resistencia a la insulina tanto en ratones lean como ob/ob. Los beneficios sobre el perfil
lipidico sélo son evidentes en ratones lean, al igual que los efectos sobre la ganancia
ponderal, la adiposidad (reduccion del peso de los paquetes grasos), la infiltracidn lipidica

y contenido proteico de érganos y tejidos.

3. En los ratones ob/ob existe una severa disminucion de la sintesis de NO, que no
se acompafia de menor expresion de las isoformas de NOS, ni es restaurada por la

suplementacién con arginina.

4, Los ratones ob/ob presentan alteraciones del metabolismo de las poliaminas que
incluyen un aumento de los niveles sanguineos de espermina y un descenso generalizado
de espermidina y espermina en corazoén, aorta y paquetes grasos, y que no responden a la
administracion de arginina. El origen y significado de los cambios en los niveles de
poliaminas, asi como su relacién con el deterioro vascular y cardiaco merecen ser objeto

de andlisis mas detallado.

5. El estrés oxidativo sistémico es evidente en los ratones ob/ob a juzgar por los
niveles de MDA y 8-isoprostanos. Sin embargo, no se detectan signos de estrés oxidativo a
nivel tisular, probablemente como consecuencia de la restriccion dietaria. Segln nuestros
resultados, algunos de los efectos antioxidantes de la arginina no son constatables en los

ratones ob/ob.

6. La elevacidn de los niveles de IL-6 en los ratones ob/ob constata la condicién de

inflamacion asociada a obesidad, sensible en este caso a la suplementacion de arginina.
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7. Los niveles de resistina se encuentran claramente elevados en los ratones ob/ob,
y se correlacionan con los indicadores evaluados de RI, inflamacién, dafio oxidativo y
metabolismo de la arginina. Estos resultados apoyan el modelo general de actuacién

propuesto para esta adipoquina en la obesidad, incluso en ausencia de leptina.
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