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RESUMEN

La arginina es un aminoicido semiesencial con importantes funciones fisiol6gicas. Entre ellas destaca su papel como
precursora del 6xido nitrico, una molécula producida a partir de la arginina por la enzima 6xido nitrico sintasa en
muchos tejidos y que en el endotelio vascular se comporta como vasodilatadora, antiaterogénica y antiagregante
plaquetaria. El estudio detallado de esta reaccién enzimética indica que la 6xido nitrico sintasa tiene una gran
afinidad por su sustrato, la arginina, que se encuentra en concentraciones altas en el endotelio. Por tanto, resultaba
sorprendente que el funcionamiento de esta enzima estuviera condicionado por las variaciones en las concentraciones
de arginina debidas al aporte nutricional. A esto se le llamé «paradoja de la arginina». Sin embargo, se ha
demostrado recientemente la existencia de un inhibidor endégeno de la 6xido nitrico sintasa denominado dimetilarginina
asimétrica. Este compuesto disminuiria la formacién del 6xido nitrico por inhibicién competitiva con el sustrato
natural, la arginina. De ahi la importancia de la suplementacién con arginina para contrarrestar este efecto. Ademais
de la arginina, existen otros componentes de la dieta que pueden influir también en la sintesis de 6xido nitrico por
el endotelio vascular.

PALABRAS CLAVE: Arginina. Oxido nitrico. Funcién endotelial.

ABSTRACT

Arginine is a semi-essential amino acid with major physiological functions. One of the most outstanding of such is its
role as an amino acid precursor of nitric oxide, a molecule produced, in many tissues, from arginine by the nitric oxide
synthase enzyme. Within the vascular endothelium, nitric oxide behaves as a vasodilator, antiatherogenic, and anti-plaque
aggregation agent. The detailed study of this enzymatic reaction indicates that nitric oxide synthase presents high affinity,
for its substrate, arginine, which is found in high concentrations in the endothelium. Consequently, it is surprising that
the functionality of this enzyme is conditioned by variations in concentrations of arginine, produced by nutritional intake.
This is known as «the arginine paradox». However, the existence of an endogenous nitric oxide synthase inhibitor,
known as asymmetric dimethylarginine, has been recently demonstrated. This compound would decrease the formation
of nitric oxide through competitive inhibition with the natural substrate, arginine. It is for this reason that dietary
supplementation with arginine would be important as a means to counteracting such an effect. In addition to arginine,
there are other dietary components which may also influence the synthesis of nitric oxide by the vascular endothelium.
KEY WORDS: Arginine. Nitric oxide. Endothelial function.

INTRODUCCION INTRODUCTION

La arginina es un aminodcido semiesencial
o condicionalmente esencial. Ademas de las
funciones relacionadas directamente con su

Arginine can be considered as a semi-es-
sential or conditionally essential amino acid.
In addition to the functions that are directly

metabolismo (formacién de péptidos y protei-
nas, funcionamiento del ciclo de la urea, sin-
tesis de creatina, sintesis de prolina, sintesis
de poliaminas, etc), la arginina parece desem-

related to its metabolism (formation of pepti-
des and proteins, urea cycle function, creatine
synthesis, proline synthesis, polyamine syn-
thesis, etc), arginine seems to carry out other
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pefiar otras funciones fisiolégicas importan-
tes. Asi, este aminodcido es capaz de estimu-
lar la secrecion de hormonas diversas, como
insulina, glucagon, catecolaminas, prolactina
y hormona de crecimiento, lo que podria ayu-
dar a comprender el efecto beneficioso de la
suplementacién con arginina a la dieta de los
pacientes en situaciones catabdlicas'. Por otra
parte, la arginina desempefla un papel funda-
mental en el mantenimiento de la respuesta
inmune’. En los ultimos afios existe una aten-
cién creciente sobre el posible papel protector
de la arginina sobre la salud cardiovascular,
que tiene su base cientifica en el hecho de
que este aminoacido es el precursor metabo-
lico del 6xido nitrico (Figura 1), una molécu-
la producida en el endotelio vascular con accién
vasodilatadora, antiaterogénica y antiagregante
plaquetaria’.
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important physiological functions. Thus, this
amino acid is capable of stimulating the se-
cretion of several hormones, such as insulin,
glucagon, cathecolamines, prolactin and growth
hormone. These facts may help us to unders-
tand the beneficial effects of arginine dietary
supplementation in patients in catabolic situa-
tions'. On the other hand, arginine has a fun-
damental role in the maintenance of immune
response’. Over recent years, increasing at-
tention has been given to the possible protec-
tive role of arginine in cardiovascular health,
which has a scientific basis in the fact that
this amino acid is the metabolic precursor of
nitric oxide (Figure 1), a molecule produced
in the vascular endothelium that presents va-
sodilatory and antiatherogenic activities, as well
as an effect inhibiting platelet agregation’.

FIGURA 1. Mecanismo de accién de la arginina en la vasodilatacion.

FIGURE 1. Action mechanism of arginine in vasodilation
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FUNCION Y DISFUNCION
ENDOTELIAL

Durante mucho tiempo se pens6 que la tnica
funcién del endotelio vascular era de natura-
leza pasiva y que consistia en separar la san-
gre de las estructuras adyacentes. En la actua-
lidad se conocen ya muchas funciones del
endotelio vascular que incluyen entre otras la
regulacion de la agregacién plaquetaria y la
coagulacién sanguinea, la modulacién del tono
vascular, la regulacién de la proliferacion de
las células de musculo liso y la capacidad de
reclutar células sanguineas. Logicamente, por
tanto, las alteraciones de la fisiologia endote-
lial («disfuncién endotelial») estdn implicadas
en mumerosas situaciones patolégicas entre
las que destaca la aterosclerosis. En los ulti-
mos afos ha quedado bien establecido que la
disfuncién endotelial constituye una de las pri-
meras etapas en el desarrollo de la aterogéne-
sis y contribuye también a la progresién de la
placa aterosclerdtica y a la apariciéon de las
complicaciones clinicas correspondientes*’. En
estas condiciones, el endotelio pierde sus ca-
racteristicas antiagregantes, anticoagulantes y
fibrinoliticas, pasando a favorecer la forma-
cién de trombos y codgulos. Y pasa de tener
efectos vasodilatadores a originar vasocons-
tricciéon. Por otra parte, se favorece la adhe-
si6on de células inflamatorias y la prolifera-
cién de las células de misculo liso.

Las causas de la disfuncién endotelial son
muy numerosas (infecciones, agentes oxidan-
tes, hipercolesterolemia, turbulencias sangui-
neas, etc). Las células endoteliales pueden
responder a estas agresiones de manera muy
rdpida en ocasiones, pero la respuesta endo-
telial suele ser a largo plazo mediante la
modulacién de la expresiéon génica de protei-
nas diversas involucradas en la adaptacidén
funcional. Asi, por ejemplo, como resultado
de la agresion al endotelio, disminuye la pro-
duccién del 6xido nitrico, de cardcter vasodi-
latador, y se induce la sintesis de las endote-
linas, proteinas de accién vasoconstrictora®.

OXIDO NITRICO

La produccién de o6xido nitrico (NO) es
uno de los principales mecanismos implica-
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ENDOTHELIAL FUNCTION AND
DYSFUNCTION

It was thought, for a long time, that vascu-
lar endothelium function was only of a passi-
ve nature, consisting of the separation of blood
from the adjacent structures. Nowadays, it is
already well known that there are many other
vascular endothelium functions, which inclu-
de the regulation of platelet aggregation and
blood coagulation, the modulation of vascular
tone, and the regulation of smooth muscle cell
proliferation and blood cell recruitment capa-
city. Consequently, it is logical that physiolo-
gical endothelial alterations («endothelial dys-
function») are involved in numerous
pathologies, especially with respect to athe-
rosclerosis, among others. In recent years, it
has been well established that endothelial
dysfunction constitutes one of the first stages
in the development of atherogenesis and it
also contributes to the progression of the athe-
rosclerotic plaque and the appearance of the
corresponding clinical complications*’. Under
such conditions, the endothelium loses its
antiplatelet, anticoagulant and fibrinolytic cha-
racteristics, favouring the subsequent forma-
tion of blood clots and coagulates. In addi-
tion, the endothelium changes from a
vatodilatory to a vasoconstricting effect. Fur-
thermore, such a situation favours the adhe-
sion of inflammatory cells and the prolifera-
tion of smooth muscle cells.

The causes for endothelial dysfunction are
very numerous (infections, oxidative agents,
hypercholesterolemia, blood turbulence, etc).
On occasions, endothelial cells may respond
to these aggressions very rapidly, but endo-
thelial response usually occurs over long pe-
riods of time through the modulation of the
expression of several proteins involved in
functional adaptation. Consequently, for exam-
ple, as a result of an aggressive action towards
the endothelium the production of nitric oxi-
de, with a vasodilatory action, decreases, and
the synthesis of endothelins, proteins of a
vasoconstrictory action®, is induced.
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dos en el funcionamiento del endotelio. Este
compuesto quimico es un gas que difunde
facilmente desde las células endoteliales a las
células de miusculo liso de la pared vascular.
Allf estimula a la guanilato ciclasa, una enzi-
ma soluble que cataliza la formaciéon de GMP
ciclico (GMPc) a partir de GTP. El GMPc
desencadena entonces la vasodilatacién arte-
rial (Figura 1). De esta forma, la sintesis de
NO regula el flujo sanguineo en respuesta a
estimulos tales como el llamado «estrés de
roce» de la sangre o la accién de moléculas
circulantes como la bradikinina o la acetil-
colina. Las funciones del NO endotelial son,
sin embargo, muy diversas. Ademds de con-
trolar el tono vascular, contribuye al mante-
nimiento de la estructura de la pared arterial,
ya que reprime la proliferaciéon de las células
musculares lisas. Por otra parte, el NO tiene
accién antiagregante sobre las plaquetas e inhibe
la adhesion de los leucocitos al endotelio®.

La sintesis del NO se realiza a partir de la
arginina por accién de la 6xido nitrico sintasa
(NOS)’. Se trata de una reaccién muy com-
pleja en la que se necesita oxigeno molecular
y diversos coenzimas: tetrahidrobiopterina
(BH,), NADPH, FAD, FMN, grupo hemo y
calmodulina (Figura 2). Es interesante resaltar
que el NO se forma practicamente en todas
las células del organismo, en las que desem-
pefla multitud de funciones diversas. Aunque
la sintesis se realiza siempre a partir de argi-
nina por la 6xido nitrico sintasa, existen en
los distintos tejidos varias isoformas de esta
enzima. La enzima constitutiva del endotelio
se denomina eNOS (éxido nitrico sintasa en-
dotelial) y es la responsable de la forma-
ci6on habitual de NO. Tanto en el endotelio
como en otras células de la pared vascular,
macréfagos, etc, se puede inducir otra isofor-
ma denominada iNOS (6xido nitrico sintasa
inducible) en situaciones inflamatorias.

La regulaciéon de las concentraciones de
NO es muy complicada y no se conoce toda-
via por completo. Se sabe que su produccién
disminuye durante la aterosclerosis avanzada,
tanto por una disminucién en la sintesis de la
eNOS como por un aumento en su degrada-
cién. Como la vida media del NO es muy
breve (unos segundos tan solo), en estas con-
diciones habria muy poca cantidad de NO
disponible para sus funciones endoteliales. Es
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NITRIC OXIDE

The production of nitric oxide (NO) is one
of the main mechanisms involved in endothe-
lial function. This chemical compound is a
gas that easily diffuses from the endothelial
cells to the smooth muscle cells on the vascu-
lar wall. Here it stimulates guanylate cyclase,
a soluble enzyme, which catalyses the forma-
tion of cyclic GMP (cGMP) from GTP. cGMP
in turn triggers off arterial vasodilatation (Fi-
gure 1). In such a way, the synthesis of NO
regulates blood flow in response to stimuli,
such as the so called «shear stress» of blood
or the action of circulating molecules, such as
bradykinin or acetylcholine. Endothelial NO
functions are however, numerous. In addition
to controlling vascular tone, it contributes to
the maintenance of arterial wall structure, in-
hibiting the proliferation of smooth muscle cells.
Furthermore, NO presents antiplatelet activity
and inhibits the adhesion of leukocytes to the
endothelium?.

NO is synthesized from arginin by nitric
oxide synthase (NOS)” in a very complex
reaction in which molecular oxigen and seve-
ral co-enzymes (tetrahydrobiopterin (BH,),
NADPH, FAD, FMN, heme group and calmo-
dulin) are required (Figure 2). It is interesting
to note that NO formation takes place in prac-
tically all the cells of the organism, in which
it has a multitude of functions. Although syn-
thesis always takes place in the presence of
arginine through nitric oxide synthase, there
are several isoforms of this enzyme in diffe-
rent tissues. The constitutive enzyme of the
endothelium is known as eNOS (endothelial
nitric oxide synthase) and is responsible for
the usual formation of NO. In the endothe-
lium, as well as in other vascular wall cells,
macrophages, etc, another isoform known as
iNOS (inducible nitric oxide synthase) may
be induced in inflammatory situations.

The regulation of NO concentrations is very
complicated and is not yet fully known. Howe-
ver, it is known that its production decreases
in advanced atherosclerosis, due either to a
decrease in eNOS synthesis or an increase in
NO degradation. Given that the average life
span of NO is very brief (only a few seconds),
in such conditions, there would be very little
quantity of NO available for endothelial func-
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interesante afiadir, ademds, que si la disponi-
bilidad de arginina o de BH, disminuyen, en
vez de formarse NO se produciria entonces la
sintesis alternativa del radical superéxido
(O, por la eNOS.
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tions. It is interesting to add that if the avai-
lability of arginine or BH, decreases the alter-
native synthesis of superoxide radical (O,")
through eNOS will occur instead of the for-
mation of NO.

FIGURA 2. Efectos vasculares de la arginina y mecanismo de accién de la dimetil arginina asimétrica (ADMA).

FIGURE 2. Vascular effects of arginine and action mechanism of assymetric dimethyl arginine (ADMA).
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INGESTA PROTEICA
Y ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR

Resulta curioso recordar que los primeros
estudios sobre la influencia de la dieta en la
enfermedad cardiovascular se enfocaron a la
ingesta proteica, manejando la hipétesis de que
pudieran existir metabolitos téxicos de las
proteinas de cardcter aterogénico. Logicamente,
cuando se conocieron posteriormente las co-
nexiones del colesterol con la aterosclerosis,
los estudios se centraron fundamentalmente
en la grasa de la dieta®. No obstante, durante
los ultimos afios se ha vuelto a insistir en la
relaciéon de las proteinas con la salud cardio-
vascular. De acuerdo con los estudios de ob-
servacion parece claro que existe una rela-

PROTEIN INTAKE AND
CARDIOVASCULAR DISEASE

It is a curiosity to remember that the first
studies on the influence of diet on cardiovas-
cular disease were focussed on protein intake,
considering the hypothesis of the existence of
toxic metabolites in proteins of an atheroge-
nic nature. Logically, when the connection
between cholesterol and atherosclerosis was
subsequently discovered, studies were funda-
mentally centred on fat intake in daily diets®.
However, in the last few years there is a reno-
vated interest in the relationship between pro-
teins and cardiovascular health. In accordan-
ce with observational studies, it seems clear
that there is an inverse relationship between
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cién inversa entre la ingesta proteica y la presion
arterial. Los ensayos clinicos corroboran estas
conclusiones y subrayan que este efecto pro-
tector se debe sobre todo a las proteinas ve-
getales. Haciendo andlisis detallado de las
distintas dietas empleadas puede concluirse que
la proteccion vascular es superior cuando se
consumen proteinas derivadas de lo que se
podria llamar una dieta «prudente» (verduras,
frutas, legumbres, harinas integrales, pollo y
pescado) que cuando las proteinas proceden
de una dieta tipicamente occidental (carne roja,
harinas refinadas, dulces, bolleria, fritos y
productos ldcteos ricos en grasa). Aunque
todavia existe una tendencia generalizada a
pensar que el exceso de proteina puede ser
perjudicial para la salud vascular, estos estu-
dios sugieren lo contrario, aunque los datos
son todavia insuficientes’.

Los mecanismos por los que la ingesta
proteica pudiera favorecer la salud vascular
no estan claros, aunque parece que deben estar
relacionados sobre todo con la arginina. De
hecho, algunos estudios indicaban que la pro-
tecciéon cardiovascular era proporcional a la
riqueza en arginina de la proteina y, sobre
todo, a la relacién arginina/ lisina, que es mayor
en la proteina vegetal. El mecanismo de esta
protecciéon no se pudo explicar hasta que se
descubrié la naturaleza quimica del conocido
«factor relajante derivado del endotelio» y se
identificé con el 6xido nitrico (NO). Como se
acaba de describir, este compuesto deriva
enzimdticamente de la arginina y tiene nume-
rosas capacidades funcionales entre las que
destacan su caracter vasodilatador, antiateros-
clerético y antiagregante plaquetario.

La accién vasoprotectora de la arginina podria
explicarse, en consecuencia, por su capaci-
dad de aumentar la producciéon de 6xido nitri-
co en el endotelio vascular. Sin embargo, el
estudio detallado de esta reaccidén enzimadtica
indica que la 6xido nitrico sintasa endotelial
(eNOS) tiene una Km muy baja (de orden
micromolar), y, por tanto, una gran afinidad
por su sustrato, la arginina; y, por otra parte,
que las concentraciones endoteliales de argi-
nina son muy altas (de orden milimolar). Por
tanto, resultaba sorprendente que el funciona-
miento de la enzima etuviera condicionado
por las variaciones en las concentraciones de
sustrato debidas a su aporte nutricional. Esto
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protein intake and arterial pressure. Clinical
tests have corroborated such conclusions and
emphasise that above all, it is the vegetable
proteins that afford a protective effect. On
detailed analysis of the different diets used, it
can be concluded that vascular protection is
higher when proteins derives from what could
be termed as a «prudent diet» are taken (ve-
getables, fruit, pulses, wholemeal flour, chic-
ken and fish), as opposed to proteins from
typically western nation diets (red meat, refi-
ned flour, sweets, pastries, fried food and dairy
products rich in fat). Although there is still a
general tendency to consider that an excess
of protein may be detrimental to vascular health,
these studies suggest that the contrary is nea-
rer the truth. However, there is still a lack of
data on this subject.

The mechanisms through which protein
intake could favour vascular health are not
clear, but they seem to be mainly associated
to arginine. In fact, some studies have indica-
ted that cardiovascular protection was propor-
tional to the richness of arginine in protein
and above all to the arginine/lysine ratio, which
is higher in vegetal protein. The mechanism
involved in this protective role could not be
explained until the chemical nature of the well
known «endothelium-derived relaxing factor»
was discovered and identified as nitric oxide
(NO). As we have just described, this com-
pound is enzymatically derived from arginine
and has numerous functional capacities, among
which its vasodilatory, antiatherosclerotic and
antiplatelet aggregation properties are well
known.

The vasoprotective activity of arginine could
be explained, in consequence, by its capacity
to increase the production of nitric oxide in
the vascular endothelium. However, the de-
tailed study of this enzymatic reaction indica-
tes that endothelial nitric oxide synthase (eNOS)
has a very low Km (on a micro molar scale),
and therefore, a great affinity for its substrate,
arginine; and on the hand, endothelial con-
centrations of arginine are very high (on a
milimolar scale). Consequently, it was surpri-
sing that the functionality of the enzyme was
conditioned by variations in the concentratio-
ns of substrate due to variations in nutritional
intake. This is what is known as «the arginine
paradox». In fact, experimental studies did not
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es lo que se llam6 «paradoja de la arginina».
De hecho, los estudios experimentales no
mostraron efectos vasodilatadores directos de
la arginina ni en animales ni en individuos
sanos. Sin embargo, si que se encontraron estos
efectos vasodilatadores en condiciones de
hipercolesterolemia. Entre las posibles expli-
caciones para esta paradoja de la arginina se
encuentran problemas de compartimentacion
(solo una pequefia porcion de arginina podria
ser utilizada por la eNOS, debido a su locali-
zaciéon en zonas especificas de la membrana

endotelial denominadas caveolas) y, especial-
mente, la existencia de inhibidores endoge-
nos.

DIMETIL-ARGININA ASIMETRICA

La dimetil-arginina asimétrica (ADMA) es
un inhibidor competitivo endégeno de la eNOS,
descubierto en 1992 en enfermos con insufi-
ciencia renal'®. La denominaciéon se debe a
que los dos metilos estdn unidos a un solo
nitrégeno del grupo guanido (Figura 3). Este
compuesto estd aumentado en la insuficien-
cia renal y en otras situaciones patoldgicas
como la hipercolesterolemia, la aterosclerosis
y la hipertensién arterial. El incremento en las
concentraciones de ADMA supone un impor-
tante efecto inhibidor sobre la enzima. Por eso,
la inhibicién puede ser atenuada si aumenta
la concentraciéon de sustrato disponible. En
efecto, algunos estudios de intervencién in-
dican que la suplementacidn con arginina mejora
la funcién endotelial en pacientes con enfer-
medad coronaria. Ademds, el tratamiento a largo
plazo con arginina disminuye los sintomas de
la enfermedad vascular en pacientes con ate-
rosclerosis periférica y coronaria!l.
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show the direct vasodilatory effects from ar-
ginine, either in animals, or in healthy human
subjects. However, such vasodilatory effects
have been found in conditions of hypercho-
lesterolemia. Among the possible explanatio-
ns for this arginine paradox are compartmen-
talization problems (only a small portion of
arginine may be used by eNOS, due to its
localization in specific areas of the endothe-
lial membrane, known as caveolae) and to the
existence of endogenous inhibitors.

ASSYMETRIC DIMETHYLARGININE

Assymetric dimethylarginine (ADMA) is a
competitive endogen inhibitor of eNOS, dis-
covered in 1992 in patients suffering from renal
insufficiency'’®. The naming of this compound
is attributable to the fact that both methyl
molecules are linked to only one of nitrogens
from the guanide group (Figure 3). This com-
pound is present at greater concentrations in
renal insufficiency and in other pathologies,
such as hypercholesterolemia, atherosclerosis
and arterial hypertension. The increase in
ADMA concentrations results in a major inhi-
bitory effect on the enzyme. Hence, inhibi-
tion may be reduced if the concentration of
substrate increases. In fact, some intervention
studies indicate that arginine supplementation
improves endothelial function in patients su-
ffering from coronary disease. Furthermore,
long term treatment with arginine reduces the
symptoms of vascular disease in patients su-
ffering from peripheral artherosclerosis and
coronary disease!'!.
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FIGURA 3. Férmulas quimicas de la arginina y de la dimetil arginina asimétrica (ADMA).

FIGURE 3. Vascular effects of arginine and action mechanism of assymetric dimethyl arginine (ADMA).
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DIMETIL ARGININA ASIMETRICA

La dimetil-arginina asimétrica procede de
la hidrélisis de proteinas nucleares previamente
metiladas, implicadas en el procesado y trans-
cripciéon del RNA. Las enzimas responsables
de estas metilaciones se denominan proteina-
arginina metil transferasa (PRMT: Protein ar-
ginine Methyl Transferase). La PRMT tipo I
es responsable de la formacién de restos de
ADMA mientras que la PRMT tipo II produce
una metilaciéon simétrica de los restos de argi-
nina que originardn posteriormente una dime-
til-arginina simétrica (por metilacién en restos
nitrogenados distintos en vez de la dimetila-
cién en un solo grupo nitrogenado que carac-
teriza a la ADMA) que no interfiere con la
eNOS.

Una vez hidrolizadas las proteinas que
contienen los restos ADMA, este metabolito
puede tener varios destinos (Figura 4)'*
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Assymmetric dimethylarginine originates
from the hydrolisis of previously methylated
nuclear proteins, involved in the processing
of RNA. The enzymes responsible for these
methylation processes are known as protein-
arginine methyl transferase (PRMT). Type I
PRMT is responsible for the formation of ADMA
residues, while type II PRMT produces a sym-
metric methylation of arginine residues, whi-
ch subsequently produces a symmetric dime-
thylarginine, (through methylation in different
nitrogen residues, instead of dimethylation in
only one nitrogen group characteristic of
ADMA), which does not interfere with eNOS.

Once the proteins containing ADMA resi-
dues have been hydrolysed, this metabolite
may have several fates (Figure 4)'%
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FIGURA 4. Sintesis y destinos de la dimetil arginina asimétrica (ADMA). PRIMT: protein arginine methyl
transferase. DDAH: dietilarginina-dimetil-amino-hidrolasa.

FIGURE 4. Synthesis and destinations of assymetric dimethyl arginine (ADMA). PRIMT: protein arginine
methyl transferase. DDAH: dimethylarginine-dimethylaminohydrolase.
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acciones de transaminacion en el rifién
o reacciones de acetilacién en el higa-
do)

La causa mejor establecida del aumento de
las concentraciones plasméticas del ADMA es
la insuficiencia renal. Ademads, este metaboli-
to puede aumentar por la inhibiciéon de la
enzima responsable de su catabolismo: la
DDAH. Esta inhibiciéon la pueden originar en
general las especies reactivas de oxigeno y,
especialmente, las LDL oxidadas'?. También
se ha demostrado el efecto inhibidor de la
homocisteina'?.

Conviene seflalar que las concentraciones
endoteliales de 6xido nitrico no descienden
solamente a causa de la disminucién de su
sintesis. Como ocurre en el proceso ateroscle-
rético, la produccién excesiva del radical su-
per6xido hace que esta molécula reaccione

a) Renal excretion

b) Hydrolysis to citruline and methylamine
catalysed by the DDAH enzyme (dime-
thylarginine-dimethyl-amino-hydrolase).

c) Other secondary metabolic pathways
(transamination reactions in the kidney
or acetylation reactions in the liver).

The best established cause for the increase
in ADMA plasmatic concentrations is renal
insufficiency. Furthermore, levels of this me-
tabolite may increase, due to the inhibition of
the enzyme responsible for its catabolism:
DDAH. Such an inhibition may be generally
triggered by reactive oxygen species, espe-
cially oxidized LDL'". The inhibitory effect
of homocysteine has also been demonstrated'?.

It is important to point out that endothelial
nitric oxide concentrations do not only de-
crease due to a decrease in its synthesis. As
occurs in the case of atherosclerotic proces-
ses, excessive production of the superoxide
radical causes this molecule to react with nitric
oxide, decreasing its concentration and leading
to the formation of a very reactive oxidative
species known as peroxynitrite (Figure 5)'.
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con el 6xido nitrico, disminuyendo su con-
centracién y originando una especie oxidati-
va muy reactiva denominada peroxinitrito
(Figura 5)'.
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FIGURA 5. Regulacion del catabolismo de la dimetil arginina asimétrica (ADMA) por diversos
metabolitos. ROS: radicales libres del oxigeno

FIGURE 5. Regulation of the catabolism of assymetric dimethyl arginine (ADMA) by varying
metabolytes. ROS: free radical oxygen species.
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ESTUDIOS DE SUPLEMENTACION
CON ARGININA

Se han realizado bastantes estudios clini-
cos de suplementacién con arginina, general-
mente en pacientes hipercolesterolémicos o con
enfermedad coronaria establecida'’. Se han
empleado cantidades de arginina entre 9 y 21
g durante periodos que oscilan entre los tres
dias y los seis meses. Los principales méto-
dos para verificar la accién vasoprotectora de
la arginina han sido la medida de la dilataciéon
de la arteria braquial mediada por flujo, la
medida del flujo coronorio estimulado por
acetil-colina, los ensayos de adhesion de
monocitos y la medida directa de moléculas
de adhesién solubles. En la mayor parte de
estos trabajos se pudo observar una mejora
de la funcién endotelial, siendo pocos los casos
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ARGININE SUPPLEMENTATION
STUDIES

Numerous studies on clinical supplementa-
tion with arginine have been carried out, ge-
nerally in hypercholesterolemic subjects or
in coronary disease patients!’. Arginine quan-
tities between 9 and 21 gr have been tested
for periods of three days to six months. The
main methods used to verify the vasoprotec-
tive properties of the compound include the
measurement of flux-induced brachial artery
dilatation, the measurement of coronary flow
stimulated by acetylcholine, monocyte adhe-
sion tests and the direct measurement of solu-
ble adhesion molecules. In the great majority
of these studies an improvement in endothe-
lial function was observed, while no improve-
ment was found in only a few cases. These
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en los que no se observé ninguna mejoria.
Todo ello sugiere que la suplementaciéon con
arginina favorece a corto plazo la funcién
endotelial. La proteccién cardiovascular a lar-
go plazo no estd tan clara y se necesitan es-
tudios posteriores. De hecho, la suplementa-
cién con arginina a animales de experimentacién
con aterosclerosis establecida se ha mostrado
contraproducente'®. Es posible que en estos
casos se induzca la iNOS y se formen canti-
dades excesivas de 6xido nitrico, originando
entonces el radical peroxinitrito como se aca-
ba de comentar. En cualquier caso, parece claro
que la determinacion del ADMA plasmatico
es un buen marcador bioldgico de riesgo ate-
rogénico, especialmente en enfermos con pro-
blemas renales'’.

OTROS COMPONENTES DE LA
DIETA QUE INFLUYEN EN LA
SINTESIS DE OXIDO NITRICO

Existen muchos componentes de la dieta
que pueden interaccionar con la sintesis de
oxido nitrico a partir de la arginina, tal como
se ha revisado con detalle recientemente'®.
Algunas de estas interacciones contribuyen a
explicar el papel de estos compuestos en la
prevenciéon o en el desarrollo de alteraciones
patolégicas diversas.

a) Proteinas

Ademds de la arginina, hay otros aminoa-
cidos que interaccionan con la formacién de
oxido nitrico. Asi, se ha descrito que la glu-
tamina inhibe dicha sintesis en las células
endoteliales vasculares y en el cerebro, mien-
tras que el glutamato activa la produccion
neuronal de 6xido nitrico. Por otra parte, estd
bien establecido que la lisina inhibe dicha
sintesis en el endotelio vascular. Esta inhibi-
cion se explica porque tanto la lisina como la
arginina comparten el mismo transportador
celular. Por tanto, concentraciones altas de lisina
pueden disminuir la entrada de arginina en
las células endoteliales, especialmente cuan-
do los valores plasmaticos de arginina sean bajos.
Este mecanismo explica el cldsico antagonis-
mo nutricional lisina-arginina ya comentado.
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results indicate that at least in the short term,
arginine supplementation favours endothelial
function. However, its effect on long term
cardiovascular protection is not so clear and
requires further study. In fact, arginine su-
plementation in experimental animals with
established atherosclerosis has been shown to
be counter productive'®. It is possible that in
such cases, on induction of iNOS, excessive
quantities of nitric oxide are formed, which as
previously mentioned, results in the produc-
tion of the peroxynitrite radical. In any case,
it seems clear that the determination of plas-
matic ADMA is a good biological marker of
atherogenic risk, especially in the case of
patients presenting renal problems!”.

OTHER DIETARY COMPONENTS
THAT INFLUENCE THE SYNTHESIS
OF NITRIC OXIDE

According to recent detailed revisions'®, there
are many dietary components which may in-
teract in the synthesis of nitric oxide from
arginine. Some of these interactions have
contributed to explain the role of these com-
pounds in the prevention or the development
of various pathological alterations.

a) Proteins

In addition to arginine, there are other amino
acids which interactwith nitric oxide forma-
tion processes. Thus glutamine has been des-
cribed as having an inhibitory effect in vascu-
lar endothelial cells, while glutamate activates
the neuronal production of nitric oxide. On
the other hand, it has been well established
that lysine inhibits synthesis NO in the vascu-
lar endothelium. This can be explained by the
fact that both lysine and arginine share the
same cellular transporter. Therefore, high con-
centrations of lysine will decrease the entry
of arginine into endothelial cells, especially
when plasmatic values of arginine are low.
This mechanism explains the previously men-
tioned classical nutritional lysine-arginine an-
tagonism.
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b) Grasas

La grasa saturada inhibe la produccién de
o6xido nitrico mientras que la grasa poliinsatu-
rada la favorece, aunque no se conocen los
mecanismos de estas interacciones. En con-
traste con los 4cidos grasos poliinsaturados,
el 4cido oleico inhibe la actividad de la eNOS,
disminuyendo, por tanto, la sintesis de 6xido
nitrico. De hecho, la infusidén intravenosa de
dcido oleico en ratas produce hipertension.

Como es bien conocido, la ingesta excesi-
va de grasa saturada se suele traducir en el
aumento de las concentraciones de colesterol
en sangre, fundamentalmente por el incremento
de las LDL circulantes. El efecto negativo de
la hipercolesterolemia sobre la sintesis de 6xido
nitrico y la funcién endotelial estd muy bien
documentada. Las LDL oxidadas pueden ac-
tuar por diversos mecanismos:

— Inhibicién del transporte de la arginina
desde el plasma sanguineo al endotelio
vascular

— Disminucion de la sintesis de la eNOS

— Interferencia con el trafico intracelular
de la eNOS desde el reticulo endoplds-
mico a las caveolas de la membrana.

— Incremento de las concentraciones in-
tracelulares de ADMA

— Disminucién de la concentracion del
coenzima reducido BH,

Por otra parte, el incremento de las con-
centraciones intraendoteliales de colesterol
favorece la sintesis de una proteina de mem-
brana, la caveolina-1. Esta proteina se une a
la eNOS, formando un complejo inactivo.

Todos estos procesos constituyen la base
de la explicacién bioldgica del efecto positivo
de las estatinas (farmacos hipocolesterolemian-
tes) sobre la funcién endotelial.

c¢) Vitaminas

Las vitaminas antioxidantes favorecen la
sintesis de 6xido nitrico por diversos meca-
nismos entre los cuales se puede destacar el
efecto preventivo sobre la oxidacién de las
LDL. Ademas, la vitamina C protege al coenzima
BH, de la oxidacién, favoreciendo, por tanto,
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b) Fat

Saturated fats inhibit the production of nitric
oxide, while polyunsaturated fats produce the
contrary effect. However, the mechanisms that
cause such interactions are as yet unknown. In
contrast to polyunsaturated fatty acids, oleic acid
inhibits eNOS activity, thus reducing nitric oxi-
de synthesis. In fact the intravenous infusion of
oleic acid in rats produces hypertension.

It is a well known fact that the excessive
intake of saturated fat usually results in an
increase in blood cholesterol concentrations,
due fundamentally to the increase in circula-
ting LDL. The negative effect of hypercholes-
terolemia on the synthesis of nitric oxide and
endothelial function has been very well docu-
mented. Oxidized LDL may act through seve-
ral mechanisms:

— Inhibiting the transport of arginine from
blood plasma to the vascular endothe-
lium

— Reducing the synthesis of eNOS

— Interfering with eNOS intracellular tra-
ffic from the endoplasmic reticulum to
the caveolae of the membrane.

— Increasing intracellular concentrations of
ADMA

— Reducing concentrations of the reduced
coenzyme BH,

On the other hand, the increase in intraen-
dothelial cholesterol aids the synthesis of the
membrane protein caveolin-1, which binds with
eNOS to form an inactive complex.

All of such processes constitute the biolo-
gical basis to explain the positive effects of
statins (cholesterol-lowering drugs) on endo-
thelial function.

c) Vitamins

Antioxidant vitamins aid the synthesis of
nitric oxide through several mechanisms, among
which the preventive effect on LDL oxidation
is a noteworthy example. Furthermore, vita-
min C protects the coenzyme BH, from oxida-
tion and, as a consequence, eNOS function.
Vitamin E, on the other hand, induces the
synthesis of this enzyme.
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el funcionamiento de la eNOS, mientras que la
vitamina E induce la sintesis de esta enzima.

La vitamina A reduce las concentraciones
intracelulares de ADMA mediante la estimu-
lacién de la sintesis de la dimetilarginina-di-
metilamino-hidrolasa, enzima responsable de
su degradacion.

Estd muy bien establecido en la actualidad
el papel aterogénico de la homocisteina, un
aminodcido no proteinogénico que se sinteti-
za a partir de la metionina. Como se puede
ver en la Figura 6, el acimulo de la homocis-
teina puede originarse por el mal funciona-
miento de las vias metabdlicas que lo utilizan:
la formacién de metionina y la formacién de
cisteina. En la primera de estas rutas se nece-
sita el concurso del 4cido félico y de la vita-
mina B . En la segunda ruta se necesita la
colaboracion de la vitamina B,. Por tanto, la
deficiencia relativa de alguna de estas vitami-
nas, especialmente del dcido félico, pueden
conducir al aumento de la concentracién de
homocisteina en sangre.
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Vitamin A reduces the intracellular con-
centrations of ADMA through the stimulation
of dimethylarginine-dimethylamino-hydrolase,
the enzyme responsible for its degradation.

Currently, the atherogenic role of homo-
cysteine, a non-proteinogenic amino acid syn-
thesised from methionine, has been well esta-
blished. In Figure 6, it can be seen that the
accumulation of homocysteine may be attri-
butable to the poor functioning of the meta-
bolic pathways that use it: the formation of
methionine and the formation of cysteine. On
the first of these routes, the concurrence of
folic acid and vitamin B, is required, while
on the second, vitamin B, is needed. Conse-
quently, a relative deficiency in some of these
vitamins, especially folic acid, may lead to an
increase in homocysteine in blood.

FIGURA 6. Vias metabdlicas implicadas en el papel aterogénico de la homocisteina.

FIGURE 6. Metabolic pathways involved in the atherogenic role of homocysteine.
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La homocisteina parece tener efectos ate-
rogénicos directos sobre el endotelio vascu-
lar. Pero, ademds, este aminodcido puede
contribuir a la disfuncién endotelial porque
origina un incremento de ADMA mediante la
inhibicion de la sintesis de la dimetilargina-
dimetilamino-hidrolasa, enzima que, como ya
se ha considerado, degrada este inhibidor
endégeno de la eNOS a citrulina y metilami-
nas'’.

Es interesante resaltar que se han descrito
muy recientemente incrementos de homocis-
teina y de ADMA y disminucién de 6xido
nitrico en pacientes con la enfermedad de
Alzheimer'. Esto sugiere que la inhibicion de
la sintesis de 6xido nitrico por el ADMA en
las neuronas puede contribuir al declive en
las funciones cognitivas en esta situacion. De
hecho, la administraciéon oral de arginina es-
timula estas funciones en personas ancianas
con enfermedad cerebrovascular®.

d) Minerales

El funcionamiento de la eNOS necesita el
concurso de la calmodulina y de iones célci-
cos. Esto explica que una dieta muy rica en
calcio atente el desarrollo de hipertensién en
ratas con hipertensiéon espontdnea. La eNOS
necesita también la cooperacién en su activi-
dad enzimdtica del grupo hemo, que contiene
iones ferrosos. Es por ello seguramente que la
dieta deficiente en hierro produce una dismi-
nucién de la actividad de la 6xido nitrico sin-
tasa en ratas. El efecto de otros minerales en
la produccién de 6xido nitrico estd menos clara.
Asi, el cinc favorece la actividad de la 6xido
nitrico sintasa pero la inhibe cuando se utili-
zan concentraciones elevadas. En cambio, el
magenesio favorece esta actividad de manera
dosis-dependiente.

e) Fitoestrogenos, etanol y polifenoles

Es bien conocido que el estradiol incre-
menta la 4ctividad de la eNOS y la produc-
cién endotelial de 6xido nitrico. De manera
andloga, los fitoestrégenos aumentan la pro-
duccién de o6xido nitrico tanto en animales
como en humanos, lo que puede explicar el
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Homocysteine seems to have a direct athe-
rogenic effect on the vascular endothelium.
Furthermore, this amino acid may contribute
to endothelial dysfunction, given that it pro-
duces an increase in ADMA the inhibition of
the synthesis of dimethylarginine-dimethyla-
mino-hydrolase, an enzyme that, as already
mentioned, degrades this endogenous inhibi-
tor of eNOS to citrulline and methylamine's.

It is interesting to note that very recently,
increases in homocysteine and ADMA, as well
as reductions in nitric oxide, have been des-
cribed in patients suffering from Alzheimer”s
disease!. This points to the hypothesis that
the inhibition of nitric oxide synthesis by ADMA
in the neurons may contribute to a decline in
cognitive function. In fact, oral administra-
tion of arginine has been observed to stimu-
late these functions in elderly persons presen-
ting cerebral vascular disease®.

d) Minerals

eNOS functioning requires the concurren-
ce of calmodulin and calcium ions. This would
explain the reason why a diet that is very rich
in calcium reduces the development of hyper-
tension in rats presenting spontaneous hyper-
tension. eNOS also requires the co-operation
of the heme group, which contain ferrous ions.
For this reason, a dietary deficiency of iron
produces a reduction in nitric oxide synthase
activity in rats. The effect of other minerals
on the production of nitric oxide is not as
clear. Zinc, on one hand favours nitric oxide
synthase activity, but on the other, inhibits
such activity when high concentrations are used.
In contrast, magnesium favours this activity
on a dose dependent basis.

e) Phytoestrogens, ethanol and polyphenols

It is already well known that estradiol in-
creases eNOS activity and the endothelial
production of nitric oxide. Similarly, phytoes-
trogens increase the production of nitric oxi-
de, both in animals and in humans. This could
explain why foods rich in phytoestrogens, such
as soya, have a protective cardiovascular effect.
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efecto protector cardiovascular de los alimen-
tos ricos en fitoestrégenos, como la soja.

El consumo moderado de alcohol en hu-
manos incrementa la produccién sistémica de
oxido nitrico a través de la estimulcién de la
eNOS endotelial. En cambio, la ingestion cro-
nica de cantidades relativamente elevadas de
alcohol disminuye dicha produccién y produ-
ce problemas cardiovasculares en experimen-
tacion animal. Los polifenoles en general, y
los que se encuentran en el vino tinto (como
el resveratrol) en particular, estimulan tam-
bién la produccién endotelial de 6xido nitrico
en ratas. El mecanismo de estas acciones no
se conoce todavia.
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The moderate consumption of alcohol in
humans increases the systemic production of
nitric oxide through the stimulation of endo-
thelial eNOS. In contrast, the chronic intake
of relatively high quantities decreases NO
production and produces cardiovascular pro-
blems in experimental animals. Polyphenols
in general, and particularly those present in
red wine (such as resveratrol), also stimulate
the production of endothelial nitric oxide in
rats. The mechanism of these effects is as yet,
still unknown.
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