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Resumen

El endotelio juega un papel importante en el mantenimiento de la estructura y tono vascular. El 6xido nitrico (NO)
es uno de los principales mediadores vasoactivos derivados del endotelio y es sintetizado a partir del aminoacido
L-arginina (L-Arg). La dimetilarginina asimétrica (ADMA) es un inhibidor competitivo de la sintasa de 6xido nitrico
(NOS); por lo que inhibe la formaciéon de NO. Esta molécula se le ha implicado como un factor de riesgo para la
disfuncién endotelial. En el presente estudio se evalué el efecto de la administracién oral de L-Arg sobre los niveles
séricos de ADMA, NO y los productos de peroxidacién lipidica (TBARS) y la formacién de ateromas en conejos
alimentados con una dieta enriquecida con colesterol. Para ello, 40 conejos machos Nueva Zelanda fueron divididos
en cuatro grupos durante 12 semanas: Grupo 1 (control): Conejarina. Grupo 2: Conejarina suplementada con
0,5% p/p de colesterol. Grupo 3 (control L-Arg): Conejarina y L-Arg (1,5%, via oral en el agua). Grupo 4: Conejarina
suplementada con 0,5% colesterol y L-Arg. Se realizaron determinaciones séricas de colesterol y sus fracciones,
ADMA, NO y TBARS al inicio y final del estudio (12ma semana de experimentacién). Al final del estudio todos los
conejos de cada grupo fueron sacrificados y se realiz6 estudio histolégico de su aorta. Los resultados demuestran
que a las 12 semanas, la dieta enriquecida con colesterol aumenté significativamente los niveles séricos de ADMA
y TBARS y disminuyd los de NO (p<0,005). La L-Arg revirtié significativamente los cambios de las concentraciones
séricas de ADMA y NO inducidas por la dieta enriquecida con colesterol (p<0,0050), pero no afecté significativamente
los incrementos de TBARS. El tratamiento con L-Arg no tuvo mucho efecto sobre el grado de ateromas. En conclusion,
la ADMA, NO y TBARS son marcadores séricos no invasivos de aterosclerosis; sugiriendo el papel del estrés oxidativo
y la disfuncién endotelial en la fisiopatologia de esta enfermedad. Asimismo, la suplementacién con L-Arg, puede
ser util para disminuir los niveles de ADMA y aumentar los de NO, posiblemente mejorando la disfuncién endotelial.

Palabras clave: L-arginina, dimetilarginina asimétrica, 6xido nitrico, sintasa de 6xido nitrico, estrés oxidativo, disfuncién
endotelial, aterosclerosis

Abstract

The endothelium plays a crucial role in maintaining vascular tone and structure. One of the major endothelium-
derived vasoactive mediators is nitric oxide (NO), which is synthesized from the amino acid L-arginine (L-Arg).
Asymmetric dimethylarginine (ADMA) is an endogenous competitive inhibitor of NO synthase (NOS). ADMA inhibits
vascular NO production. This molecule has been implicated as a risk factor for endothelial dysfunction. We evaluated
the effect of L-Arg on serum levels of ADMA, NO and thiobarbituric acid-reactive lipid peroxidation products (TBARS)
and atherosclerosis lesion formation in rabbits fed with a cholesterol diet. 40 New Zealand white male rabbits were
randomly divided into four groups that received for 12 weeks: Group 1 (control): Standard diet (commercial rabbit
food). Group 2: Cholesterol diet (0.5% cholesterol). Group 3 (control L-Arg): Standard diet (commercial rabbit
food) and L-Arg (1.5% in drinking water). Group 4: Cholesterol diet (0.5% cholesterol) and L-Arg (1.5% in drinking
water). Blood samples of overnight-fasted rabbits were collected on the basal and final experiment (twelfth week),
and the concentration of lipid profile, ADMA, NO, and TBARS was determined. All animals were sacrificed on the
twelfth week, and the aorta was dissected for histological studies. Our findings demonstrate that in 12 weeks, the
cholesterol-enriched diet significantly increased serum levels of ADMA and TBARS and decreased NO (p<0.005). L-Arg
significantly reversed the changes in serum concentrations of ADMA and NO induced by the cholesterol-enriched diet
(p<0.0050) but did not significantly affect the increases in TBARS. L-Arg treatment had little effect on the degree of
atherosclerotic lesions. These results support that serum ADMA, NO, and TBARS levels are markers of atherosclerosis,
suggesting a role for oxidative stress and endothelial dysfunction in atherosclerosis. Likewise, oral supplementation
of L-Arg may be useful in decreasing ADMA and increasing NO levels, possibly improving endothelial dysfunction.

Keywords: L-arginine, Asymmetric dimethylarginine, nitric oxide, nitric oxide synthase, oxidative stress, endothelial
dysfunction, atherosclerosis
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FIGUEIRA Y GONZALEZ

Introduccion

El endotelio juega una funcion importante
en el mantenimiento del tono y estructura
vascular. Uno de los principales mediadores
vasoactivos derivados del endotelio es el
oxido nitrico (NO); el cual es un radical
libre involucrado en la regulacién de
diversos procesos bioldgicos como la
relajacion y proliferacion de las células
de musculo liso, angiogénesis, respuesta
inmunolégica, secrecién de insulina,
senalizacion y comunicacién celular,
apoptosis, inflamacion, en la fisiopatologia
de enfermedades cardiovasculares (CDV),
diabetes y estrés oxidativo (Newsholme y
col., 2009). El NO es sintetizado a partir
del aminoacido semi-esencial L-arginina
(L-Arg) en una reaccion oxidativa que
consume oxigeno molecular y equivalentes
reductores en la forma de NADPH. El
producto de la reaccion es NO, NADP*
y citrulina. La enzima involucrada en la
sintesis del NO es la sintasa del NO (NOS),
de la cual se han descrito tres isoenzimas, la
neuronal o tipo 1 (nNOS), la inducible (iNOS)
y la endotelial (eNOS) (Das y col., 2011).

La disminucién en la produccién de
NO puede ocasionar disfuncion endotelial,
disminucion del flujo sanguineo, del
transporte de la glucosa, resistencia a la
insulina, hipertension y diabetes; de hecho,
diversos estudios han reportado que la
produccion de NO se ve disminuida en
diversas enfermedades CDV y metabdlicas
ocasionando importantes alteraciones
fisiologicas (Krause y col., 2012).

Entre los mecanismos que subyace la
baja produccion y biodisponibilidad del NO
en las enfermedades CDV y metabdlicas,
destaca la disminucién de los niveles
sanguineos de insulina, el incremento en

la produccion de angiotensina II (Ang II),
la hiperhomocisteinemia, el incremento de
los niveles de la dimetilarginina asimétrica
(ADMA) y los bajos niveles plasmaticos
de L-Arg (Newsholme y col., 2009); por
lo tanto, la suplementacion con L-Arg es
considerada como una terapia potencial
para el tratamiento de las enfermedades
CDV y metabdlicas al restaurar los niveles
de NO (Rodrigues-Krause y col., 2018).

Se ha descrito que el NO juega un
papel crucial en el sistema vascular y
en el corazén; pues en la vasculatura
coronaria, participa en la vasodilatacion,
disminuye la expresion y produccion
de moléculas de adhesion celular, la
agregacion plaquetaria, proliferaciéon
vascular y angiogénesis (Poeggeler y col.,
2023). En los cardiomiocitos, las acciones
del NO son mas complejas, pues pueden
inducir diferentes efectos, y en ocasiones
opuestos en la funcién cardiaca, como la
activacion de la apoptosis y mejoria de la
funcion ventricular izquierda (Visser y col.,
2010).

La produccion de NO puede verse
alterada por inhibidores de la NOS, como
la ADMA, un analogo de la L-Arg; inhibidor
competitivo de la NOS. En este sentido,
este compuesto ha sido senalado como un
nuevo marcador de riesgo cardiovascular
y disfuncién endotelial (Mortensen y col.,
2024); encontrandose niveles elevados
de esta molécula en pacientes con
enfermedades CDV con respecto a sujetos
aparentemente sanos; siendo un marcador
de mal prondstico en estos pacientes
(Vilceay col., 2024). Estudios longitudinales
revelan que la ADMA predice la morbi —
mortalidad CDV tanto en pacientes con
infarto al miocardio como accidente
cerebrovascular (Aslan, 2011; Konya y

Revista de la Facultad de Farmacia - Vol. 88 - 1 - 2025

99



L-ARGININA SOBRE LA DIMETILARGININA ASIMETRICA Y EL OXIDO NITRICO EN LA ATEROSCLEROSIS

col., 2014); en efecto, concentraciones
elevadas de ADMA causan alteracion en la
sintesis de NO, lo cual conlleva disfuncion
endotelial y aterogénesis (Konya y col.,
2015; Dowsett y col., 2020). Asimismo, se
ha descrito que la infusion de ADMA tanto
en ratas como en humanos, aumenta la
presion arterial sistolica de manera dosis
dependiente, reduce los niveles de nitritos/
nitratos y de guanosina monofosfato ciclico
(GMPc), el principal segqundo mensajero
del NO (Kielstein y col., 2004; De Gennaro
y col., 2007); por lo tanto, estudios in
vivo € in vitro demuestran que la ADMA
ejerce poderosos efectos sobre la funcion
endotelial, reduciendo la integridad de la
barrera, e incrementando la produccion
de especies reactivas de oxigeno (EROS)
y marcadores inflamatorios, muchos de
estos efectos son mediados mediante la
inhibicion de la produccion de NO; lo cual
sugiere los efectos proaterogénicos de esta
molécula (Dowsett y col., 2020).

La ADMA puede ser excretada por los
rinones o metabolizada por la enzima
dimetilarginina dimetilaminohidrolasa
(DDAH). Dado que la ADMA inhibe la
produccion de NO al competir con la
arginina por la unién de la NOS, la cantidad
neta de produccion de NO podria indicarse
por la relacion entre el sustrato y el
inhibidor, la relacion arginina/ADMA. Por lo
tanto, el efecto perjudicial de la ADMA podria
inhibirse al aumentar la concentracion
de arginina o la concentracién de sus
precursores, citrulina y glutamina, lo que
aumentaria la relaciéon arginina/ADMA
y. por consiguiente, podria revertir la
inhibicibn competitiva de la NOS por la
ADMA (Visser y col., 2010). Por lo tanto, la
suplementacién con L-Arg podria constituir
una terapia potencial para el tratamiento
de enfermedades CDV y metabdlicas al

disminuir la disfuncion endotelial, al reducir
la ADMA y mejorar la produccion de NO por
parte de la eNOS; sin embargo, su eficacia
no esta del todo clara debido al empleo
de diferentes fuentes de L-Arg, diferentes
regimenes de dosificacion y a la poblacion
estudiada (Rodrigues-Krause y col., 2018).
Es por ello que, en el presente estudio se
evaluo el efecto de la administracion oral
de L-Arg sobre los niveles séricos de ADMA,
NO y TBARS y la formaciéon de ateromas
en conejos alimentados con una dieta
enriquecida con colesterol.

Materiales y Métodos

ANIMALES DE EXPERIMENTACION Y DISENO
EXPERIMENTAL

Se emplearon 40 conejos machos de
la raza Nueva Zelanda de 12 semanas
de edad con un peso entre 1.200 a
1.300 gramos, provenientes del Bioterio
del Instituto de Higiene “Rafael Rangel”
(Caracas, Venezuela). Los animales fueron
mantenidos en jaulas a temperatura
ambiente (25 % 1 °C) con ciclos de 12 horas
luz/oscuridad. Después de una semana de
ambientacion en el Bioterio Experimental
de la Universidad de Carabobo (Valencia,
Venezuela), los conejos fueron divididos
aleatoriamente en cuatro grupos de 10
conejos cada uno, organizados de la
siguiente manera: Grupo 1 (Control): Los
cuales fueron alimentados diariamente con
conejarina comercial (Protinal, Venezuela).
Grupo 2 (Colesterol): Alimentados
diariamente con conejarina comercial
suplementada con 0,5% p/p de colesterol.
Grupo 3 (Control-L-Arg): Alimentados
diariamente con conejarina comercial y
suplementados con L-Arg (1,5%, via oral
en el agua). Grupo 4 (Colesterol-L-Arg):
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Alimentados diariamente con conejarina
comercial suplementada con 0,5% p/p de
colesterol y L-Arg (1,5%, via oral en el agua).

Todos los conejos consumieron agua a
libre demanda. El periodo experimental tuvo
una duracion de doce semanas. Los conegjos
fueron pesados antes, durante y después
de la experimentacion. Los experimentos
fueron aprobados por el comité de Bioética,
y siguieron las buenas practicas para el
manejo de animales de laboratorio del
National Institute of Health (NIH Publications
No. 8023,1978).

ANALISIS QUIMICO DE LOS ALIMENTOS

Conejarina comercial (Protinal,
Venezuela). Maiz, sorgo, afrechillo de
trigo, harinas de maiz, ajonjoli, algodon,
girasol y soya, concha de arroz, bagacillo
de cana, pasto deshidratado, melaza, grasa
estabilizada, carbonato y fosfato de calcio,
sal, minerales “trazas” (cobalto, cobre,
hierro, manganeso, yodo y zinc) suplementos
de las vitaminas A, B2, B12, C, D3, E,
acido pantoténico y niacina, antioxidante,
suplemento antibi6ético y anticoccidial.
Proteina cruda 12%, grasa cruda 1%, fibra
cruda 20%, extracto libre de nitrégeno 42%.

Dieta hipercolesterolémica. La
administracion de colesterol mediante el
enriquecimiento de una dieta estandar se
realizé de acuerdo con el método descrito
en los modelos animales de aterosclerosis
inducida por la dieta (Rasmusen y col., 2007);
la cual se preparo disolviendo el colesterol en
etil-éter y etanol absoluto, y cubriendo con
esta mezcla los granos de la conejarina en
una relacion de 0,5 g de colesterol por cada
100 g de alimento y se dejo secar hasta la
evaporacion completa de los solventes por
24 horas.

Procedimiento experimental.
Determinaciones bioquimicas. Las
muestras de sangre fueron extraidas por
puncion intracardiaca a todos los conejos
previo ayuno de 14 horas al inicio (semana
0) y final del estudio (12ma semana),
utilizando tubos sin anticoagulante.
Posteriormente, las muestras previamente
mantenidas en frio se centrifugaron
a 3.000 rpm durante 15 minutos y
el suero obtenido fue conservado en
congelacion a -70°C hasta el momento
del procesamiento. Se realizaron
determinaciones séricas de colesterol
total (CT) por método enzimaticos (Wiener
Lab, Argentina). La determinacion del
colesterol asociado a las lipoproteinas
de alta densidad (c-HDL) y asociado a las
lipoproteinas de baja densidad (c-LDL) se
realizaron por precipitacion y posterior
determinacién enzimatica (Wiener Lab,
Argentina). Las concentraciones séricas
de ADMA fueron determinadas por
ensayo inmunoenzimatico (NeoBiolab,
Cambridge, Massachusetts, USA). El NO
sérico fue determinado indirectamente
mediante la determinacion de los niveles
de nitritos/nitratos usando la reaccion
de Griess (Green y col., 1982). Para
ello, 50 uL de reactivo de Griess fueron
anadidos a 50 uL de suero, incubado por
10 minutos a temperatura ambiente y la
absorbancia fue medida a 570 nm. Los
resultados obtenidos fueron referidos a
un patron de nitrito de sodio y expresado
en uM. Las sustancias reactivas al acido
tiobarbiturico (TBARS) fueron evaluadas
por un método colorimétrico, el cual
consistio en evaluar el efecto de las
EROS sobre los lipidos, que resulta en
la produccion de varias sustancias que
reaccionan con el acido tiobarbitarico y
que pueden ser cuantificadas mediante
espectrofotometria (Ohkawa y col., 1979).
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Sacrificio de los animales. Preparacion
de tejidos y tipificacion histologica de
las lesiones ateroscleroticas. Al final del
estudio se sacrifico por dislocacion cervical
a todos los conejos de cada grupo. Se
procedié a realizar la autopsia de dichos
animales, extrayendo la arteria aorta para
ser examinada. Las muestras de tejido
extraidas fueron fijadas en formaldehido
al 10 % en solucion salina tamponada con
fosfato (PBS) durante 24 horas y procesadas
segun la técnica de rutina y posteriormente
tenidas con hematoxilina — eosina, para luego
ser observados por microscopia de luz. Las
lesiones fueron tipificadas de acuerdo con la
clasificacion de la American Heart Association,
la cual considera como lesiones tipo I, aquellas
iniciales constituidas por células espumosas
sub-endoteliales aisladas; las lesiones tipo II
constituidas principalmente por un ciimulo de
lipidos intracelulares; las lesiones tipo Il son
intermedias o pre-ateromas, caracterizadas
por cumulos de lipidos intracelulares y
dispersos lipidos extracelulares; las lesiones
tipo IV son los ateromas, representan lesiones
avanzadas, y estan constituidas por lipidos
intracelulares y por una gran cantidad de
lipidos extracelulares; las lesiones tipo V
contienen tejido conectivo fibroso y en
ocasiones se encuentran calcificacionesy las
lesiones tipo VI son las placas complicadas
(fisura, trombos, hematomas) (Stary y col.,
1995).

Analisis de los datos

Se calcul6 el promedio y la desviacion
estandar para las variables estudiadas. Se
realizo las pruebas de normalidad de Shapiro-
Wilk, Kolmogorov-Smirnov, Jarque-Bera.
Se empleo el anadlisis de Kruskall-Wallis con
analisis post hoc mediante la prueba de U- de
Mann-Whitney sobre cada par de grupos. Se
considero significativo un valor de p<0,05. Se
utilizé el programa GraphPad Prism version 5.

RESULTADOS
PERFIL LIPIDICO DE LOS CONEJOS

EnlaTablalse resume las concentraciones
de los lipidos séricos de los conegjos. No se
observaron diferencias estadisticamente
significativas en las concentraciones basales
de colesterol (CT) y sus fracciones entre
los grupos de conejos en estudio. El
CT y sus fracciones en el grupo 1y 3
permanecieron sin cambios significativos a
lo largo del estudio. Sin embargo, se aprecio
que la dieta rica en colesterol aumento
significativamente la concentracion de CT
y sus fracciones (grupo 2) con respecto
a sus respectivos controles (grupo 1)
(p<0,0001). El tratamiento con L-Arg no fue
capaz de revertir los incrementos inducidos
por la dieta enriquecida con colesterol en
las concentraciones séricas de CT y sus
fracciones (grupos 4) si se compara con
su control y el valor basal (grupos 1y 3)
(p<0,0001).

CONCENTRACIONES SERICAS DE ADMA, NO Y
TBARS

Como se puede apreciar en las Figuras
1, 2 y 3, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas en las
concentraciones séricas basales de ADMA,
NO y TBARS entre los grupos de conejos
sujetos a estudio. De igual manera, los
resultados demuestran que al final del
estudio, la dieta enriquecida con colesterol
aumento significativamente los niveles
séricos de ADMA y TBARS y disminuyo los de
NO (grupo 2) (p<0,005) cuando se comparan
con su control (grupo 1). El tratamiento
con L-Arg no afect6 los niveles basales de
ADMA, TBARS y NO (grupo 3) pero fue capaz
de revertir significativamente los cambios
de las concentraciones séricas de ADMA
y NO inducidas por la dieta enriquecida
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Tabla I.
Lipidos séricos de los conejos sujetos a estudio
CT c-LDL c-HDL
(mg/dL) | (mg/dL) | (mg/dL)
Basal
Grupo 1 73 + 20 38 + 11 29 + 12
Grupo 2 67 + 25 39 + 10 31 +11
Grupo 3 75+ 19 41 +9 32+ 10
Grupo 4 70 + 22 37 + 13 31 +10
12ma semana
Grupo 1 82 +22 42 + 14 34+ 12
Grupo 2 | 1204 + 243" | 901 + 141" | 77 + 40°
Grupo 3 79 + 21 40 + 12 35 + 10
Grupo 4 | 1098 + 220* | 891 + 172* | 81 + 44*
Valores p
Grupo 1 0,9655 0,9462 0,9208
Grupo 2 0,0001 0,0001 0,0001
Grupo 3 0,9735 0,9846 0,9607
Grupo 4 0,0001 0,0001 0,0001

Los resultados fueron expresados como la media + desviacién estdndar
de la media. Significativo p<0,05. *= Comparacién con respecto al grupo
1. *= Comparacién con respecto al grupo 3. p= Comparacién con
respecto al basal

con colesterol (p<0,0050), sin afectar
significativamente los incrementos séricos
de TBARS (grupo 4) (p<0,0050).

ANALISIS HISTOLOGICO DE LA AORTA

En la Tabla II se presenta la distribucion
de los conejos segun el maximo grado
de ateroma encontrado en los cortes de
aorta, evidenciando que ningin conejo
de los grupos 1 y 3 presentaron lesiones
aterosclerdticas. Por su parte, los conejos del
grupo 2 y 4 tratados con dieta enriquecida
con colesterol presentaron lesiones de
grado intermedio y avanzado al finalizar
el estudio (Figura 4). El tratamiento con
L-Arg no afecto6 la formacion de ateromas
inducido por la dieta enriquecida con
colesterol encontrado en los cortes de aorta
(grupo 4).

Discusion

El endotelio es un revestimiento continuo
dentro de los vasos sanguineos, el
cual juega un papel importante en
la homeostasis vascular mediante
la regulacion del tono vascular,
de la proliferacion de células
de musculo liso, la adhesion de
células inmunes y la inflamacion
vascular; a través de la produccion
de factores bioactivos; entre los
que incluyen sustancias relajantes
derivadas del endotelio como las
prostaglandinas y el NO; asi como
factores constrictores derivados
del endotelio como la Ang Il
y la endotelina-1 (Wang y He,
2024). Por lo tanto, el endotelio
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Figura 1. Efecto de la L-Arg sobre las concentraciones séricas de ADMA en
los conejos sujetos a experimentacion al inicio y final del estudio. Los resultados
fueron expresados como la media + desviacién estandar de la media (n=10).
*p<0,0050 vs. grupo control (Grupo 1). *p<0,0050 vs. control L-Arg (Grupo

Grupo 4

vascular constituye una interfaz
dinamicamente cambiable,
cuyas propiedades estructurales
y funcionales responden a una
variedad de estimulos, tanto

3). %p<0,005 vs. Grupo 2. £p<0,0001 vs. su respectivo valor basal
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Figura 2. Efecto de la L-Arg sobre las concentraciones séricas de NO
en los conejos sujetos a experimentacién al inicio y final del estudio. Los
resultados fueron expresados como la media + desviacién estdndar de
la media (n=10). *p<0,0050 vs. grupo control (Grupo 1). #p<0,0050
vs. control L-Arg (Grupo 3). 5p<0,005 vs. Grupo 2. p<0,0001 vs. su
respectivo valor basal
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Figura 3. Efecto de la L-Arg sobre las concentraciones séricas de TBARS
en los conejos sujetos a experimentacién al inicio y final del estudio. Los
resultados fueron expresados como la media + desviacién esténdar de
la media (n=10). *p<0,0050 vs. grupo control (Grupo 1). *p<0,0050 vs.
control L-Arg (Grupo 3). ¢p<0,0001 vs. su respectivo valor basal

locales como sistémicos, y que su
modulaciéon fenotipica a un estado
disfuncional puede constituir un
factor de riesgo importante para
enfermedades vasculares como
la aterosclerosis (Gimbrone y col.,
2013).

La disfuncién endotelial esta
caracterizada por un desbalance
entre la produccion de sustancias
vasodilatadoras y vasoconstrictoras; y
se ha postulado que es el paso inicial
en la patogénesis de la aterosclerosis
y las enfermedades CDV; de hecho la
falla en la vasodilatacion dependiente
del endotelio es una caracteristica
comun encontrada en la vasculatura
de pacientes con enfermedades CDV;
y la mejoria de la funcion endotelial
podria prevenir el desarrollo y
progresion de la aterosclerosis, lo
cual resulta en una disminucion de
los eventos cardiacos (Higashi y col.,
2009; Caoy col., 2024).

El NO es un radical libre gaseoso
caracterizado por su alta actividad
y facil difusion, sintetizado por tres
subtipos distintos de enzimas NOS
(Solomonson y col., 2003; Poeggeler
y col.,, 2023; Wang y He, 2024). El
NO es una molécula de senalizacion
que tiene efectos cardioprotectores
y antiaterogénicos; pues previene
la adhesion y agregacion celular y
de plaquetas en el endotelio de los
vasos sanguineos (Ignarro y Napoli,
2004). Es un poderoso inhibidor de
la proliferacion de células de musculo
liso, es un antioxidante que produce
efectos antiinflamatorios, y puede
prevenir la oxidacion de las LDL y por
lo tanto retrasar la progresion de la
aterosclerosis; es mas, la deficiencia
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Tabla II.

Distribucion de los conejos segun el maximo grado de ateroma encontrado
en los cortes de aorta. Datos presentados como n (%)

Grupo | Sin ateroma | Tipo I Tipo 11 Tipo 111 Tipo IV Tipo V
) 10 (0] 0] 0 0] 0
(100%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%)
5 (0] 0 0] 4 6 0]
(0%) (0%) (0%) (40%) (60%) (0%)
3 10 (0] 0] (0] 0] 0]
(100%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%)
(0] (0] 1 5 4 0
E (0%) (0%) (10%) (50%) (40%) (0%)

Figura 4. Cortes histolégicos de las aortas de los conejos al final del estudio. Sin lesiones (Panel A) de un
congjo perteneciente al grupo 1. Aorta normal (Panel B) de un conejo perteneciente al grupo 3. 10X. Lesién
tipo IV (Panel C) de un conejo perteneciente al grupo 2. Lesién tipo IV (Panel D) de un conejo perteneciente
al grupo 4. Se observa en la intima arterial lipidos intracelulares y extracelulares en mayor extension. Tincién
hematoxilina - eosina. 50X.

Revista de la Facultad de Farmacia - Vol. 88 - 1 - 2025

105



L-ARGININA SOBRE LA DIMETILARGININA ASIMETRICA Y EL OXIDO NITRICO EN LA ATEROSCLEROSIS

de NO generalmente esta asociada con el
aumento en la expresion de genes sensibles
a la oxidacion (Ignarro y col., 2001).

Se ha descrito que la disminucion de
la biodisponibilidad del NO, puede ser
producto de la reduccion en su produccion
y/o incremento en su degradacion, y
constituye uno de los mecanismos mas
importantes que induce la disfuncién
endotelial, pues un desbalance entre los
vasodilatadores dependientes del endotelio
(especialmente el NO) y las EROS (estrés
oxidativo), esta involucrado en la disfunciéon
endotelial a través de la inactivacion del
NO (Higashi y col., 2009; Poeggeler y col.,
2023). En efecto, estudios in vitro, han
demostrado que las LDL oxidadas (LDLOX)
impiden la estimulacion de la sintesis del
GMPc inducido por NO, probablemente
mediante la accién de lipidos oxidados,
abundantes en estas lipoproteinas (Chin
y col., 1992). Aparte de estos efectos,
donde parece estar incrementada la
degradacion del NO, se ha observado que
a concentraciones elevadas de LDLox se
puede inhibir la expresion de la eNOS
endotelial y la sintesis de NO en células
endoteliales en cultivo in vitro (Liao y col.,
1995). También se ha puesto de manifiesto
una reduccion de la expresion de la eNOS en
vasos sanguineos de humanos y animales
hipercolesterolémicos (Hernandez-Perera
y col., 1998).

Por otra parte, la sintesis del NO puede
ser inhibida por la ADMA, la cual es un
analogo endoégeno de la L-Arg sustituido
con guanidina, y es un inhibidor competitivo
de la NOS (Poeggeler y col., 2023). Ademas
de inhibir la formacion de NO, la ADMA
puede desacoplar a la NOS, lo cual lleva a la
generacion de superoxido. En este sentido,
la evidencia sugiere que la ADMA puede

contribuir al estrés oxidativo al desacoplar
la eNOS a través del agotamiento de la
tetrahidrobiopterina (BH4), lo cual resulta
en un cambio en la produccion de NO a
anion superoxido (Antoniades y col., 2009;
Franceschelli y col., 2013), por lo que se
ha descrito una fuerte asociacion entre el
estrés oxidativo, el incremento de la ADMA
endotelial y la produccién de superoxido
mediada por la NOS; por lo tanto la
ADMA ha destacado como un marcador
de enfermedad CDV y de mortalidad
en pacientes con enfermedad arterial
coronaria (Appel y col., 2020; Papageorgiou
y col., 2023). Se ha postulado que en la
poblacion en general, las concentraciones
elevadas de ADMA predicen la mortalidad
de manera independiente a otros factores
de riesgo CDV (Bogery col., 2009), pues es
capaz de inhibir la NOS y al transportador
de aminoacido catidnicos, participando en
la disfuncion endotelial y en la generacion
de estrés oxidativo microvascular, los
cuales son importantes mediadores de
las enfermedades CDV y la aterosclerosis
(Teerlink y col., 2009).

En el presente estudio se encontré que
la administracion de una dieta enriquecida
con colesterol ocasioné un aumento en
las concentraciones séricas de ADMA,
TBARS y disminucién de los niveles de
NO, lo cual estuvo acompanado por un
incremento en los lipidos séricos y de la
presencia de lesiones ateroscleroticas,
apoyando la existencia de un estado
oxidativo y de disfuncion endotelial en la
aterosclerosis, sugiriendo la importancia de
la disfuncion endotelial y estrés oxidativo
en la aterogénesis, tal y como se ha
reportado previamente (Gonzalez y col.,
2008; Figueira y Gonzalez, 2008; 2018;
2020; 2022, 2023, 2024). De hecho,
diversos estudios, han demostrado una
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fuerte relacion entre el espesor intima -
media aumentado y las concentraciones
séricas de ADMA (Kobayashi y col., 2004;
Furuki y col., 2007). Asimismo, estudios
prospectivos, demuestran que la ADMA es un
predictor de enfermedad arterial coronaria
(Furuki y col., 2008) y de mortalidad en
pacientes con infarto al miocardio (Zeller
y col., 2008). A nivel experimental, se ha
descrito que la administracion de ADMA
a ratones C57BL/6J ocasiono lesiones
aterosclerdticas (Xiao y col., 2007) e indujo
fibrosis perivascular y engrosamiento de
la intima en la microvasculatura coronaria
(Suda y col., 2004). De igual manera, el
tratamiento con ADMA en ratones ApoE
deficientes fue capaz de ocasionar un
aumento en las lesiones ateroscleréticas en
la aorta (Xiao y col., 2007). Aun mas, se ha
descrito que la sobreexpresion de la DDAH1,
también conocida como dimetilarginina
dimetilaminohidrolasa 1, en modelos de
lesion de arteria femoral, fue capaz de
mejorar la reparacion endotelial, suprimir
la formacién de la neointima y reducir la
infiltracion de leucocitos (Konishi y col.,
2007), lo cual sugiere que el aumento de
los niveles de ADMA podria impactar sobre
la aterogénesis mediante la inhibicion de
los procesos de reparacion vascular.

Dada la asociacion entre la ADMA y la
disfuncion endotelial, diversos estudios
han investigado los mecanismos por el
cual la ADMA puede afectar la formacion
de lesiones ateroscleréticas; donde se
evidencia que esta molécula puede mediar
la aterogénesis a través de la reduccion
de la funcion de la barrera endotelial, la
alteracion de la senalizacion del factor
nuclear kappa B (NF-kB), un factor de
transcripcion importante en la activacion
pro-inflamatoria del endotelio; y mediante
la reorganizacion de las fibras de actina,

acelerando la senescencia de las células
endoteliales, promoviendo la inflamacion
endotelial (Dowsett y col., 2020). De
igual manera, la evidencia indica que
tanto la ADMA como las EROS alteran la
senalizacion del NO, lo que sugiere que
podrian interactuar para causar o reforzar el
deterioro y la enfermedad vascular (Sydow
y col., 2003; Wilcox, 2012). En este sentido,
Antoniades y col. (2009) demostraron que
los niveles elevados de ADMA sérica se
correlacionan de manera positiva con la
produccion de superoxido, tanto en venas
safenas como arterias mamarias internas
de pacientes con enfermedad de las arterias
coronarias, y los niveles sistémicos de
EROS predicen eventos CDV (Vassalley col.,
2012). Por otra parte, se ha descrito que la
ADMA puede incrementar la formacion de
células espumosas, pues el LDL-c aumenta
la generaciéon de ADMA (Boger y col., 2000),
y éste incrementa la captacion de LDLox,
sugiriendo un ciclo de retroalimentacion
positiva, donde las concentraciones de
ADMA impulsan la formacion de células
espumosas (Dowsett y col., 2020). Por
consiguiente, la ADMA tiene profundos
efectos sobre la funcion endotelial y la
aterosclerosis, reduciendo la integridad
endotelial, mientras que incrementa la
produccion de marcadores inflamatorios
y EROS, favoreciendo la aterosclerosis.
Por lo tanto, nuestros hallazgos ratifican
que la determinacion de la ADMA, NO y
TBARS constituyen marcadores no invasivos
y valiosos de la aterosclerosis, lo cual
sugiere que la oxidacion y la disfuncion
arterial juegan un papel relevante en la
fisiopatologia de esta enfermedad.

La evidencia experimental y clinica
demuestra que la suplementacién con
L-Arg podria constituir una terapia potencial
para el tratamiento de enfermedades CDV y
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metabdlicas. En este sentido, la disfuncion
de la via endotelial de la L-Arg-NO, es
un mecanismo comun por el cual varios
factores de riesgo CDV median sus efectos
nocivos sobre la pared vascular, entre ellos
se encuentran la hipercolesterolemia, la
hipertension, el tabaquismo, la diabetes
mellitus, la hiperhomocisteinemia y la
inflamacion vascular (Boger, 2004).

Diferentes estudios experimentales
apoyan los efectos beneficiosos de la
suplementacion de L-Arg en las enfermedades
CDV; en este sentido, la administracion
oral de este aminoacido en ratas Dahl
sal-sensibles ha demostrado prevenir el
aumento de la presion arterial inducido
por una dieta alta en sal (Chen y col., 1993;
Zhouy col., 2001). Sin embargo, este efecto
preventivo no se observa en ratas que ya
han sido expuestas durante 3 semanas a
una dieta alta en sal (Chen y col., 1993),
lo cual sugiere que la L-Arg es capaz de
prevenir y contrarrestar la hipertension
cuando esta en las primeras etapas, ya que
cuando las ratas han sido pre-expuestas a
una dieta alta en sal durante 3 semanas, su
sistema cardiovascular puede haber sufrido
cambios estructurales y funcionales, lo que
dificulta que la L-Arg tenga el mismo efecto
preventivo.

Por otra parte, la evidencia clinica
muestra que la suplementacién oral
aguda de L-Arg mejora la dilatacion
dependiente del endotelio de la arteria
braquial en pacientes con hipertension
esencial (Lekakis y col., 2002), y su
administracion endovenosa (500 mg/
Kg por 30 min) fue capaz de reducir la
presion arterial en pacientes sensible e
insensibles a la sal (Higashiy col., 1996). En
contraste, en un meta-analisis de ensayo
controlado y aleatorio, la suplementacion

con L-arginina (9 g/dia por via oral) no
demostré6 mejoria sobre los resultados
clinicos (mortalidad por todas las causas,
reinfarto de miocardio, reanimacion
exitosa, shock/edema pulmonar, isquemia
miocardica recurrente y hospitalizacion por
insuficiencia cardiaca) en pacientes con
infarto agudo de miocardio (Sun y col.,
2009), ni mejoria en los niveles séricos de
NO y ADMA en pacientes con enfermedad
CDV y metabdlica (Rodrigues-Krause y col.,
2018). Por otra parte, en otro meta — analisis
se observo que la L-Arg (4 a 24 g/dia) fue
efectiva, en comparacion al placebo, en
disminuir la presion arterial sistolica y
diastdlica en 5,39 mmH, y 2,66 mmHg,
respectivamente (Dong y col., 2011); lo
cual sugiere que dichas diferencias sobre
la eficacia de la L-Arg podrian ser debidas
a la dosis, esquema de tratamiento y
caracteristicas y patologias de la poblacion
estudiada.

Por otra parte, algunos estudios
experimentales en animales y humanos
han demostrado que la administracion
oral de L-Arg retrasa el proceso aterogénico
(Bogery col., 1998; Ignarro y Napoli, 2004);
y la coadministracion de antioxidantes
con L-Arg incrementa dicha respuesta
antiaterosclerética (Ignarro y Napoli, 2004).
El mecanismo de accion de la L-Arg es
incrementar la produccion de NO, mientras
que los antioxidantes actian protegiendo
el NO recién formado de la destruccion por
EROS. Por lo tanto, la L-Arg es considerada
como una terapia prometedora para
el tratamiento de enfermedades CDV y
metabdlicas, mediante la normalizacién de
los niveles de NO y de otros metabolitos; sin
embargo, la variabilidad metodologica en las
poblaciones estudiadas y las intervenciones
limitan la interpretacion de la eficacia de
la suplementacion con L-Arg en diferentes
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biomarcadores CDV o de enfermedad
metabdlica (Rodrigues-Krausey col., 2018).

En el presente estudio, y bajo nuestras
condiciones experimentales, se demostro
que la administracion oral de L-Arg (1,5%,
via oral en el agua) durante 12 semanas,
no afectd los niveles basales de ADMA,
TBARS y NO, pero fue capaz de revertir
significativamente los cambios de las
concentraciones séricas de ADMA y NO
inducidas por la dieta enriquecida con
colesterol, sin afectar significativamente
los incrementos séricos de TBARS. En
efecto, la administracion de L-Arg redujo
las concentraciones séricas incrementadas
de ADMA, y aumento los niveles reducidos
de NO en los conegjos alimentados con una
dieta enriquecida con colesterol. Estos
hallazgos sugieren que la L-Arg tendria
efectos protectores sobre el endotelio,
posiblemente restaurando los niveles de
NO y ADMA, tal y como se ha descrito en
otros estudios (Bogery col., 1995; Clarkson
y col., 1996; Boger y col., 1997). En este
sentido, Napoli y col. (2004) encontraron
que la administracion crénica de L-Arg a
ratones deficientes de los receptores de
LDL produjo un marcado aumento en la
expresion de la eNOS. Asimismo, Lee y col.
(2020), encontraron que el extracto de la raiz
de Arctium lappa, planta rica en L-Arg, fue
capaz de suprimir la adhesién de monocitos
al endotelio vascular inducida por el factor
de necrosis tumoral alfa (TNF-a) mediante
la supresion de la senalizacion de NF-kKB
en c€lulas endoteliales de la vena umbilical
humana (HUVEC). Por otra parte, en un
modelo murino de aterosclerosis, este
extracto inhibio la infiltraciéon de monocitos
inducida por TNF-a en el endotelio vascular
y la expresion de genes que codifican para
citoquinas inflamatorias entre las que ese
incluyen la interleucina 1-beta (IL-1(),

interleucina-6 (IL-6), TNF-a y proteina
quimiotactica de monocitos tipo 1 (MCP-1)
en la aorta de ratones; evidenciandose que
la L-Arg es un componente importante de
este extracto, y que el mismo fue capaz de
inhibir la adhesion de monocitos in vitro
inducida por TNF-a en células HUVEC (Leey
col., 2020). Por otra parte, Brinkmanny col.
(2015), encontraron que la suplementacion
combinada de arginina (1,5% en 1g de
alimento/Kg peso corporal) y estatinas en
conejos homocigotos con hiperlipemia
hereditaria Watanabe, durante 8 semanas,
ocasiono una alta relacion arginina/ADMA,
y menores lesiones aterosclerdticas en la
aorta, lo cual sugiere la eficacia combinada
de la L-Argy la estatina en la aterosclerosis.

Por lo tanto, parte de los efectos
beneficiosos de la terapia de la L-Arg
encontrados en el presente estudio, se
deban probablemente al incremento en la
produccion de NO; pues existe una mayor
disponibilidad de sustrato (L-Arg) para la
eNOS, que puede superar la inhibiciéon
del ADMA sobre la eNOS (Sydow y col.,
2003). De hecho, se ha demostrado que la
ADMA directamente afecta a la integridad
y funcion de la vasculatura, danando las
uniones gap, induciendo la migracion de
células de musculo liso, la formacion de
células espumosas y la apoptosis de células
endoteliales y de musculo liso (Cheny col.,
2012). Asimismo, se ha descrito que la
ADMA, no sélo inhibe la NOS, también inhibe
al transportador de aminoacidos catiénico
1 (CAT1), el cual es el transportador que
facilita la captacion de Arg y ADMA en
las células endoteliales; sin embargo, a
concentraciones fisiolégicas, la ADMA no
puede afectar a dicho transportador; pero,
elevadas concentraciones de Arg pueden
inhibir la captacion de ADMA mediada por
CAT1 (Clarkson y col., 1996).
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El mantenimiento de niveles elevados
de Arg en plasma puede ser problematico
debido a su catabolismo por la arginasa;
de hecho, se ha descrito que la efectividad
de la terapia con Arg podria reducirse en
varias enfermedades CDV en los cuales
la expresion y actividad de esta enzima
intestinal y citosOlica estan aumentadas.
En contraste con la Arg, la citrulina, no es
metabolizada en el intestino, ni en higado,
y no induce la arginasa tisular, inclusive
inhibe su actividad (Vissery col., 2010). Por
otra parte, se ha descrito que el reciclaje
de la L-citrulina a L-Arg esta localizado
en las cavéolas y puede representar la
principal fuente para la disponibilidad de
la L-Arg (Solomonson y col., 2003). La
disponibilidad de la L-Arg citosélica para
eNOS puede estar limitada por la captacion
en las cavéolas; por lo que la administracion
de un exceso de L-Arg puede crear suficiente
gradiente de concentracién para que
haya mas L-Arg disponible para la eNOS.
Ademas, la L-citrulina, el sequndo producto
de reaccion de la NOS, induce relajacion
dependiente del endotelio en aorta de ratas,
acompanado de un incremento en el nitrito
tisular y GMPc (Raghavan y Dikshit, 2001),
posiblemente debido a que la L-citrulina
es convertida en L-Arg en las células
endoteliales, siendo el reciclaje de la Arg
una fuente importante de este aminoacido
para mantener la produccion de NO en
las células endoteliales, especialmente en
situaciones cuando este aminoacido se
vuelve limitante, como posiblemente ocurre
en la aterosclerosis (Sydow y col., 2003).

A pesar de que en la presente
investigacion se evidencié una diminucion
en los niveles de ADMA, y aumento del
NO por el tratamiento con L-Arg, este
aminoacido no produjo cambios en los
niveles de TBARS y gener6 poco efecto en
el grado de las lesiones ateroscleréticas

(no hubo reversion a lesiones iniciales o su
ausencia). Esto sugiere que, bajo nuestras
condiciones experimentales, la L-Arg per
se no tiene propiedades antioxidantes, o
que la dosis de este aminoacido no haya
sido la adecuada para dicha accion. En este
sentido, algunos estudios han encontrado
respuesta antioxidante cuando la Arg es
coadministrada con un antioxidante, o
cuando se administra con la citrulina,
precursor de la Arg, pues se ha descrito
que el reciclaje de L-citrulina a L-Arg en las
células endoteliales podria ser el principal
mecanismo para mantener la disponibilidad
de la L-Arg para la produccion de NO por
parte de la eNOS (Solomonson y col., 2003).
Asi, Hayashi y col., en 2005, encontraron
que la administracion de L-Arg, L-citrulina
y/o antioxidantes (vitamina Cy E) durante 12
semanas en conejos alimentados con una
dieta enriquecida con colesterol, ocasion6
una mejoria en la vasorelajacion dependiente
del endotelio, del flujo sanguineo, regresion
de lesiones ateroscleréticas, disminucion en
la produccion de anién superéxido y de la
expresion de genes sensibles a la oxidacion,
lo cual estuvo asociada con el incremento
de la expresion de la eNOS aortica y de
los niveles de NO y GMPc, lo cual indica
que la suplementacion con sustancias que
potencian la produccién de NO, como la
L-Arg, L-citrulina y antioxidantes puede
contrarrestar el estrés oxidativo y revertir la
progresion de la aterosclerosis, por lo que,
el posible mecanismo antiaterogénico de
la suplementacion combinada de la L-Arg
con la citrulina y antioxidantes se deba
al incremento de la produccion de NO
mediante el aumento en la expresion de la
eNOS, y a un aumento en la disponibilidad
del sustrato (L-Arg) para la eNOS. Asimismo,
Morita y col. (2013), encontraron que la
administracién oral de L-citrulina (800
mg/dia) en pacientes con angina vaso
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espastica, durante 8 semanas, ocasiono
una disminucion significativa de los niveles
de ADMA, de LDLox y del receptor tipo
1 de LDLox similar a lectina (LOX-1); y
un aumento de la relacion L-Arg/ADMA y
de los niveles de NO con respecto a sus
valores basales; 1o que sugiere que la
suplementacion con L-citrulina, mejora
la disfuncion endotelial, probablemente
potenciando las reacciones dependientes
de NO y disminuyendo el estrés oxidativo.
Asimismo, Reule y col., 2017, encontraron
que la administracion durante 4 semanas
de Argy vitaminas (pycnogenol, vitamina B6
y B12 y acido f6lico) en sujetos hipertensos
y con hiperhomocisteinemia, mejor6 la
funcion endotelial, la presion arterial y los
niveles de homocisteina con respecto al
grupo placebo.

Por lo tanto, la L-Arg promueve efectos
beneficiosos mediante funciones mediadas
por el endotelio, como el aumento de
la vasodilatacion, disminucién de la
agregacion plaquetaria, y la reduccion
de la adhesion de monocito al endotelio
vascular; sin embargo, la eficacia del
mismo parece estar relacionada con
la presencia de patologia (aumento de
concentraciones ADMA), y el estadio de
la misma (mas efectivo en las primeras
fases de la enfermedad CDV y metabdlica)
cuando los cambios funcionales atn son
reversibles, mientras que los cambios
ateroscleréticos estructurales de la pared
vascular pueden ser menos sensibles a
la L-Arg. Por lo tanto, la L-arginina tiene
un papel como agente nutracéutico en la
modificacion del deterioro funcional y en
la prevencion de enfermedades vasculares,
pero no como terapia para revertir la
aterosclerosis manifiesta (Boger, 2007).

En conclusién, bajo nuestras condiciones
experimentales y de acuerdo con los

resultados obtenidos, nuestros hallazgos
refuerzan que la ADMA y el NO son
marcadores de disfuncion endotelial que
se encuentran alterados en la aterosclerosis
(aumento y reduccion, respectivamente);
y que su determinacioén podria ser una
herramienta util en el seguimiento y
prondstico de esta patologia. Asimismo, se
demostro que la suplementacion con L-Arg
podria ser atil para disminuir los niveles de
ADMA y aumentar los de NO, posiblemente
mejorando la disfuncion endotelial.
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